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NOVO GENE cry8 DE Bacillus thuringiensis: CARACTERIZAÇÃO E 
AVALIAÇÃO DA PATOGENICIDADE AO BICUDO DA CANA-DE-AÇÚCAR, 

Sphenophorus levis VAURIE, 1978 (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) 
 
 

RESUMO – A caracterização molecular de 46 isolados de Bacillus 

thuringiensis foi realizada por meio da técnica de PCR com os oligonucleotídeos 

iniciadores gerais Gral-cry8(d)/Gral-cry8(r), resultando na identificação do isolado 

BT_I622 como portador do gene cry8 (coleóptero-específico). O fragmento obtido 

de aproximadamente 376 pares de base (pb), localizado na porção inicial do gene, 

foi  clonado em vetor pGEM®-T Easy, sequenciado e analisado por bioinformática. 

A determinação da sequência completa do gene cry8 presente no isolado 

BT_I622, foi realizada pela estratégia de “primer walking” com a utilização de 

oligonucleotídeos específicos. Os iniciadores foram elaborados através do 

programa Primer3, com base nas sequências de genes cry8 depositadas no banco 

de dados público GenBank (NCBI) e, por meio da análise das sequências geradas 

com o par de oligonucleotídeos gerais utilizados inicialmente na caracterização 

dos isolados. As amplificações com diferentes combinações de iniciadores 

resultaram na obtenção de fragmentos em torno de 1420, 3302, 628, 1580, 508 e 

510 pb, os quais foram clonados, sequenciados e analisados pelos programas 

Phred/Phrap/Consed visando a montagem do gene. A sequência contendo 3531 

pb foi comparada ao GenBank pela ferramenta BLASTn, apresentando 98% de 

similaridade com o gene cry8Ka2. Paralelamente, a sequência de aminoácidos 

deduzida (1176 aa) revelou 75% de identidade com a proteína Cry8Ba1 na análise 

com o algoritmo BLASTp, demonstrando que o isolado BT_I622 é portador de um 

novo gene cry8. Os bioensaios indicaram que as larvas de Sphenophorus levis 

são sensíveis a nova proteína Cry8 de B. thuringiensis. 

 

 

Palavras-Chave: BT_I622, “primer walking”, sequenciamento, bioensaio.  
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NEW GENE cry8 OF Bacillus thuringiensis: CHARACTERIZATION AND 
EVALUATION OF PATHOGENICITY TOWARDS THE SUGARCANE WEEVIL 

Sphenophorus levis VAURIE, 1978 (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) 
 

 

SUMMARY – The molecular characterization of 46 Bacillus thuringiensis 

isolates was carried out using the PCR technique with primers designed to detect 

cry8 genes (Gral-cry8(d)/Gral-cry8(r)), resulting in the identification of the isolate 

BT_1622 as a cry8 gene carrier (coleopteran specific). The ca. 376 base pairs (bp) 

fragment obtained was located in the initial part of the gene, which was cloned into 

the plasmid pGEM®-T Easy, sequenced and analyzed by bioinformatics. The 

complete sequence determination of this gene found within isolate BT_1622 was 

done using the “primer walking” strategy. The primers were designed using the 

software Primer3, comparing to previously sequenced cry8 genes found in the 

public database GenBank (NCBI) and analyzing the sequences generated with the 

pair of general primers used initially in the characterization of isolates. The 

amplifications with different primer combinations resulted other fragments of this 

gene with 1,420; 3,302; 628; 1,580; 508 and 510 bp, which were cloned, 

sequenced and analyzed using the software Phred/Phrap/Consed to obtain the full 

gene. The 3,531 bp sequence was compared to the GenBank using the BLASTn 

tool, and showed 98% of similarity with the gene cry8Ka2. Also, the deduced 

amino acid sequence (1,176 amino acids) showed 75% identity to the Cry8Ba1 

using the algorithm BLASTp, demonstrating that the isolate BT_1622 carriers a 

new cry8 gene. The bioassay results indicated that the Sphenophorus levis larvae 

are sensitive to the new Cry8 protein of B. thuringiensis. 

 

 

Keywords: BT_I622, “primer walking”, sequencing, bioassay. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma planta alógama presente em 

regiões tropicais e subtropicais, cuja importância socioeconômica está relacionada 

com a produção de açúcar e álcool, os quais geram divisas, empregos e riquezas 

aos países produtores da cultura. Dentre eles, o Brasil se destaca no cenário 

mundial como maior produtor de cana-de-açúcar, seguido da Índia, China e 

Tailândia. Segundo levantamento realizado pela Companhia Nacional de 

Abastecimento (CONAB, 2011), a produção nacional de cana-de-açúcar para a 

safra 2011/2012 está estimada em 76,03 toneladas por hectare, numa área de 8,4 

milhões de hectares. Entre as regiões produtoras da cana, o estado de São Paulo 

responde por 52,8% (4,46 milhões de hectares), sendo considerado o maior 

produtor sucroalcooleiro do Brasil.  

No entanto, devido a incidência de insetos-praga sobre a cultura, há uma 

redução significativa nos valores de produtividade, principalmente quando os 

danos são causados pelo bicudo da cana-de-açúcar, Sphenophorus levis Vaurie 

(1978) (DEGASPARI et al., 1987). O curculionídeo S. levis constitui uma das 

principais pragas de solo que afetam o sistema radicular da cana-de-açúcar, 

reduzindo consideravelmente a produtividade agrícola, longevidade dos canaviais 

e a qualidade da matéria prima (ALMEIDA & STINGEL, 2005).  

O ciclo biológico desse inseto é constituído por ovo, larva, pupa e adulto. As 

fêmeas ovipositam na base dos colmos, por meio de uma perfuração realizada 

com o rostro, inserindo os ovos na planta de cana. Após a eclosão, as larvas 

cavam galerias nos internódios basais dos colmos para se alimentarem, causando 

grandes prejuízos no interior da planta, ou seja, perdas de 20 a 30 toneladas de 

cana-de-açúcar por hectare/ano. A fase de pupa compreende um período de 7 a 

15 dias, originando posteriormente o adulto de coloração castanho-escuro 

medindo cerca de 10 mm (ARRIGONI, 2010).  
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Atualmente, o controle de larvas de S. levis é realizado por dois diferentes 

métodos de manejo: o controle químico e o cultural. Devido ao comportamento e 

habitat das larvas, o emprego de inseticidas químicos não proporciona um controle 

satisfatório da praga, sendo necessária a adoção do método de controle cultural. 

Esse método consiste no emprego do eliminador mecânico de soqueira para a 

remoção das plantas infectadas pelo bicudo S. levis, apresentando resultados 

significativos de controle, porém, apenas para o primeiro corte da cana. Em 

decorrência da próxima safra, os rizomas da planta são preservados no solo 

favorecendo o aumento da incidência de S. levis na cultura, sem que haja 

mecanismos que possam frear o aumento da população dessas pragas na área 

(PRECETTI & ARRIGONI, 1990). 

Diante do exposto, a busca por métodos de controle mais eficazes e 

seguros é de suma importância para o manejo integrado do bicudo S. levis. Com 

isso os agentes de controle biológico aparecem como uma alternativa econômica 

e ecologicamente viável. Dentre os agentes microbianos utilizados como controle 

biológico, a bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) se destaca por produzir inclusões 

cristalinas denominadas δ-endotoxinas (proteínas Cry), as quais exibem atividade 

entomopatogênica aos imaturos de insetos pertencentes às ordens Lepidoptera, 

Diptera, Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Mallophaga, além de nematóides, 

protozoários e ácaros. B. thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva pertencente à 

família Bacillaceae, aeróbia, anaeróbia facultativa, catalase positiva, 

quimioheterótrofa, ubíqua, sendo que suas células vegetativas possuem forma de 

bastonete (GLARE & O’CALLAGHAM, 2000). 

A utilização das proteínas Cry tem demonstrado ser uma estratégia valiosa 

no controle biológico de insetos-praga, especialmente com o desenvolvimento de 

plantas transgênicas expressando genes de B. thuringiensis, incentivando 

pesquisadores e empresas no desenvolvimento de programas de prospecção 

visando a descoberta de novos genes cry. Neste contexto, o presente trabalho 

teve por objetivo a caracterização molecular de 46 isolados de B. thuringiensis 

visando a obtenção de novos genes da classe cry8 (coleóptero-específicos) pela 
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estratégia de “primer walking”, os quais podem ser utilizados futuramente na 

transformação de plantas de cana-de-açúcar para o controle do bicudo S. levis 

Vaurie, 1978. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1. A cultura da cana-de-açúcar (Saccharum spp.) 
 

A cana-de-açúcar é uma planta alógama pertencente à família Poaceae 

(Gramineae), tribo Andropogoneae e gênero Saccharum, cujo centro de origem 

está localizado no sudeste asiático, entre as regiões da Indonésia e Nova Guiné 

(MATSUOKA et al., 2005). No Brasil, a cana foi introduzida por Martin Afonso de 

Souza em 1532, a partir de mudas trazidas provavelmente da Ilha da Madeira 

(CESNIK & MIOCQUE, 2004).  

O gênero Saccharum é composto por seis espécies, sendo duas selvagens, 

Saccharum spontaneum Linnaeus (2n=40-128) e S. robustum Brandes e Jeswiet 

ex Grassl (2n=60-205) e quatro formas cultivadas, S. officinarum Linnaeus 

(2n=80), S. barberi Jeswiet (2n=81-124), S. sinense Roxb. (2n=111-120) e S. 

edule Hassk. (2n=60-80) (DANIELS & ROACH, 1987). O melhoramento genético 

da espécie cultivada S. officinarum (cana nobre) tem sido realizado através de 

sucessivos cruzamentos interespecíficos com as espécies acima citadas, 

resultando em cultivares modernas (Saccharum spp.) com alto grau de poliploidia 

(100 a 130 cromossomos) (VETTORE et al., 2003). 

A cana-de-açúcar é considerada uma planta perene com metabolismo C4, a 

qual apresenta elevada taxa fotossintética e eficiência na conversão de energia 

radiante em química (SEGATO et al., 2006). O cultivo de cana ocorre 

predominantemente em regiões tropicais e subtropicais. O desenvolvimento da 

planta de cana-de-açúcar se dá em forma de touceira, no qual a parte aérea é 

constituída pelos colmos, folhas, inflorescências e frutos, enquanto que a 

subterrânea é composta por raízes e rizomas. A inflorescência é uma panícula 

aberta, chamada de bandeira ou flecha. Os rizomas são formados por nódios 

(nós), internódios (entrenós) e gemas responsáveis pela concepção dos perfilhos 

na touceira (MOZAMBANI et al., 2006). Fatores ambientais como temperatura, 
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disponibilidade hídrica e de nutrientes e insolação são de fundamental importância 

para o desenvolvimento da cultura da cana-de-açúcar. 

O ciclo da cana oriunda de muda, ou seja, que receberá o primeiro corte, é 

denominada ciclo da cana-planta, sendo que o plantio pode ser realizado em dois 

períodos distintos. O primeiro período compreende a plantação da cana no início 

da estação chuvosa e quente, entre os meses de setembro a novembro, sendo 

que seu ciclo apresenta uma duração média de 12 meses (cana de ano). No 

segundo período, a cana é plantada entre os meses de janeiro a abril, 

intermediando a estação chuvosa e quente e o outono e, possui um ciclo variável 

de 14 a 21 meses, conforme data de plantio e época de maturação da variedade 

(cana de ano e meio). Devido a rebrota, a cana cultivada posteriormente é 

chamada de cana-soca e as colheitas de ressocas (AFONSI et al., 1987).  

Dentre os produtores do setor sucroalcooleiro, o Brasil se destaca no 

cenário mundial como maior produtor da cultura. De acordo com a Companhia 

Nacional de Abastecimento (CONAB, 2011), a área cultivada com cana-de-açúcar 

no país continua em expansão, sendo estimada em 8,4 milhões de hectares na 

safra de 2011/12. Os maiores índices de aumento ocorrem em São Paulo, Mato 

Grosso do Sul, Goiás, e Minas Gerais. O estado de São Paulo continua sendo o 

maior produtor brasileiro com 52,8% (4.458,31 mil hectares), seguido de Minas 

Gerais com 8,77% (740,15 mil hectares), Goiás com 7,97% (673,38 mil hectares), 

Paraná com 7,33% (619,36 mil hectares), Mato Grosso do Sul com 5,69% (480,86 

mil hectares), Alagoas com 5,34% (450,75 mil hectares) e Pernambuco com 

3,84% (324,03 mil hectares) (Figura 1). A produtividade média desta safra está 

estimada em 76,03 toneladas por hectare, 1,8% menor que a safra anterior 

(2010/11), que foi de 77,45 toneladas por hectare, devido a estiagem prolongada 

(abril a novembro), principalmente na região Centro-Oeste e Sudeste.  
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A previsão do total de cana moída para a safra de 2011/12 é de 641.982 mil 

toneladas, com incremento de 2,9% em relação a safra 2010/11, que foi de 

623.905,1 mil toneladas, o que resultará na produção de aproximadamente 27 

bilhões de litros de etanol (8,7 bilhões de litros de etanol anidro e 18,4 bilhões de 

litros de etanol hidratado) e, 31 milhões de toneladas de açúcar (CONAB, 2011). 

Além da produção de açúcar e etanol (anidro e hidratado), produtos como 

aguardente e os subprodutos bagaço (geração de energia), vinhaça, torta de filtro, 

ração animal, fertilizantes, produtos aglomerados e embalagens são obtidos a 

partir da cana-de-açúcar. 

Apesar do sucesso como líder na produção mundial de açúcar e etanol, o 

Brasil enfrenta sérios problemas em relação a incidência de insetos-praga na 

cultura da cana. Dentre as principais pragas identificadas nos canaviais 

brasileiros, destacam-se: as brocas Diatraea saccharalis Fabricius, 1794 

(Lepidoptera: Crambidae) e Telchin licus licus Drury, 1773 (Lepidoptera: 

 
Figura 1. Principais regiões produtoras da cana-de-açúcar no 

Brasil e localização das usinas (em vermelho). Fonte: 
<http://www.unica.com.br/content/>. 16 julho 2011. 
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Castiniidae), a cigarrinha-das-raízes, Mahanarva fimbriolata Stal, 1854 (Hemiptera: 

Cercopidae), formigas cortadeiras e as pragas de solo, como cupins e os besouros 

Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae) e Migdolus fryanus 

Westwood, 1863 (Coleoptera: Vesperidae). 

 

2.2. Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae) 
 

O bicudo ou gorgulho da cana-de-açúcar Sphenophorus levis Vaurie, 1978 

(Coleoptera: Curculionidae) constitui uma das principais pragas de solo que 

afetam o sistema radicular da cana-de-açúcar, reduzindo consideravelmente a 

produtividade agrícola, longevidade dos canaviais e a qualidade da matéria prima 

(DEGASPARI et al., 1987; PRECETTI & ARRIGONI, 1990; ALMEIDA & STINGEL, 

2005). A primeira menção dessa praga atacando a cultura da cana-de-açúcar no 

Brasil foi feita em 1977, no município de Santa Bárbara D’Oeste - SP, sendo que 

sua expansão a diferentes estados foi intensificada a partir do ano de 2000 

(ALMEIDA, 2005).  

Segundo levantamento realizado em 2010 pelo Centro de Tecnologia 

Canavieira (CTC), Piracicaba - SP, foram confirmados focos de S. levis em 131 

municípios de 4 estados distintos, ou seja, 126 municípios em São Paulo, 3 em 

Minas Gerais, 1 no Paraná e 1 no Mato Grosso do Sul. Dentre os fatores que 

podem estar contribuindo para a rápida disseminação do inseto-praga, pode-se 

citar: a identificação tardia da área infestada, a falta de um conjunto de medidas 

necessárias para o Manejo Integrado de Pragas (MIP), as dificuldades no controle 

da praga, o transporte de mudas de cana-de-açúcar infectadas, o avanço da área 

de colheita de cana sem queima (cana crua) associada a ferti-irrigação com 

vinhaça, o que propicia melhores condições de sobrevivência ao gorgulho 

(ARRIGONI, 2010). 

O bicudo S. levis possui metamorfose completa, ou seja, o ciclo biológico 

deste inseto é composto por ovo, larva, pupa e adulto (Figura 2). As fêmeas 

perfuram a base dos colmos com o rostro e depositam em torno de 60 a 70 ovos, 
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que ficarão incubados por um período de 7 a 12 dias. Os ovos apresentam forma 

elíptica com as dimensões 0,27 mm de comprimento e 0,10 mm de largura 

(DEGASPARI et al., 1987).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As larvas de S. levis são ápodas, de coloração esbranquiçada e possuem 

grande sensibilidade ao calor e a desidratação. Essas larvas se alimentam da 

planta de cana por meio da escavação de galerias circulares e longitudinais nos 

internódios basais dos colmos, resultando em grandes danos para a cultura 

(Figura 3). As plantas atacadas apresentam o amarelecimento e secagem de 

folhas e, consequentemente, a morte de perfilhos, os quais podem ser facilmente 

extraídos da touceira. Decorrente da infestação da praga, os prejuízos (perdas) na 

produtividade agrícola podem variar de 20 a 30 toneladas de cana-de-açúcar por 

hectare/ano, reduzindo a qualidade da matéria prima e longevidade do canavial, 

além do aumento nos custos de produção devido às ações de monitoramento e 

controle do inseto. O período larval está compreendido entre 30 e 60 dias. Pouco 

antes de alcançar a fase de pupa, a larva abre uma galeria e se instala, cessando 

Figura 2. Ciclo biológico do bicudo da cana-de-açúcar 
Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: 
Curculionidae). Disponível em: 
<http://galeria.cuiket.com.br/foto/ciclo-do-bicudo-da-
cana-sphenophorus-levis_5225.html>. 16 julho 2011. 
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sua alimentação e movimentação. As pupas permanecem nesse estádio de vida 

de 7 a 15 dias, dando origem posteriormente ao adulto de coloração castanho-

escuro com manchas pretas no dorso e listras longitudinais nos élitros, os quais 

apresentam longevidade de 200 a 220 dias. Geralmente, os machos medem em 

média 9,7 mm de comprimento e as fêmeas 11,9 mm (PRECETTI & ARRIGONI, 

1990; ALMEIDA, 2005; ARRIGONI, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O inseto adulto apresenta uma capacidade de vôo restrita, o que 

caracteriza sua baixa capacidade de dispersão, sugerindo desta forma que a 

disseminação de S. levis está diretamente relacionada com o transporte de mudas 

infectadas através da malha rodoviária (DEGASPARI et al., 1987; DINARDO-

MIRANDA, 2005) Ocorrem dois picos populacionais para os adultos, sendo um 

menor no mês de outubro e novembro, e o principal em fevereiro e março. A 

mesma dinâmica também é observada para as larvas, com um pico populacional 

em dezembro e outro, de maior intensidade, em junho-julho. Esses dados 

sugerem a ocorrência de duas gerações anuais da praga, em épocas bem 

definidas (DEGASPARI et al., 1987; PRECETTI & ARRIGONI, 1990). Assim, nos 

períodos de maio a novembro, especialmente nos três primeiros meses, ocorrem 

Figura 3. Danos gerados pelas larvas de S. levis nos colmos e 
rizomas da cana-de-açúcar. Disponível em: 
<http://www.biologico.sp.gov.br/artigos_ok.php?id_arti
go=39#>. 16 julho 2011. 
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os maiores danos nas plantas de cana-de-açúcar, visto que a fase larval é a que 

causa maior prejuízo à cultura (ALMEIDA, 2005). 

Em virtude do comportamento e do habitat das larvas e adultos de S. levis, 

os métodos de controle tradicionais envolvendo a utilização de inseticidas 

químicos não apresentam resultados satisfatórios na redução da população de 

insetos, sendo necessária a adoção de métodos de controle culturais, ou seja, o 

emprego do Eliminador Mecânico de Soqueira (EMS). A destruição das soqueiras 

apresenta-se como um método relativamente satisfatório para o primeiro corte de 

cana, ou seja, a partir deste período como o rizoma da cana permanece no solo 

para a próxima safra, a incidência da praga aumenta consideravelmente, não 

havendo mecanismos que possam frear a disseminação do curculionídeo no 

canavial (PRECETTI & ARRIGONI, 1990). Sendo assim, a utilização de plantas 

transgênicas expressando genes cry (coleóptero-específicos) de Bacillus 

thuringiensis surge como uma nova tática de manejo, proporcionando uma forma 

mais direcionada e eficaz no controle do bicudo S. levis. 

 

2.3. Bacillus thuringiensis 
 

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva pertencente à 

família Bacillaceae, catalase positiva, aeróbica, podendo também crescer em 

anaerobiose (GLARE & O´CALLAGHAM, 2000), de hábito quimioheterotrófico, 

com temperatura ideal de crescimento em torno de 30  2o C (MORAES & 

CAPALBO, 1986). Suas células vegetativas possuem forma de bastonete, 

medindo cerca de 1,0 a 2,0 m de largura por 3,0 a 5,0 m de comprimento. Esta 

bactéria é geralmente móvel, possuindo flagelos peritríquios (GLARE & 

O’CALLAGHAM, 2000).  

Em condições nutricionais desfavoráveis, a divisão celular é interrompida e 

inicia-se o processo de esporulação, o qual resulta na produção de inclusões 

proteicas (proteínas Cry ou δ-endotoxinas) que se acumulam no compartimento da 

célula-mãe correspondendo a cerca de 20-30% do peso seco da célula 
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esporulada. O cristal é liberado juntamente com o esporo durante o processo de 

lise celular (LERECLUS et al., 1989). O formato do cristal é determinado pela 

composição e estrutura das proteínas Cry, podendo estas apresentar-se na forma 

bipiramidal, cubóide, ovóide, rombóide, esférica ou sem uma forma definida 

(HABIB & ANDRADE, 1998, de MAAGD et al., 2003). 

A atividade entomopatogênica da bactéria B. thuringiensis está intimamente 

relacionada à produção dos cristais, os quais possuem em sua constituição um 

agregado de proteínas codificadas pelos diferentes tipos de genes cry, exibindo 

atividade tóxica para diversas ordens de insetos (Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, 

Hemiptera, Hymenoptera, Mallophaga), além de nematóides, protozoários e 

ácaros (HÖFTE & WHITELEY, 1989; FEITELSON et al., 1992; SCHNEPF et al., 

1998). Além das proteínas Cry, outros fatores de virulência como as proteínas Cyt 

e Vip, α-exotoxinas, β-exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas e quitinases são 

produzidas por B. thuringiensis. É uma bactéria ubíqua podendo ser encontrada 

no solo, restos de insetos, grãos armazenados, teias de aranha e superfície de 

plantas (de MAAGD et al, 2001). 

 

2.3.1. δ-endotoxinas 
 

As δ-endotoxinas são proteínas que apresentam-se na forma de protoxina 

composta por uma massa molecular que pode variar de 130-140 kDa, as quais 

necessitam ser ativadas pelas proteases presentes no intestino médio dos insetos 

em condições específicas de pH, resultando na liberação de um fragmento tóxico 

(PIGOTT & ELLAR, 2007). As protoxinas possuem duas regiões distintas: a 

primeira relacionada à toxicidade ao inseto-praga e apresentando variabilidade, 

sendo denominada porção amino-teminal (N-Terminal) e, a segunda, portadora da 

região conservada existente entre as proteínas Cry e, está associada à estrutura, 

formação e solubilização do cristal, conhecida como porção carboxi-terminal (C-

terminal) (HÖFTE & WHITELEY, 1989; SCHNEPF et al., 1998). 
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A análise de regiões altamente conservadas por meio do alinhamento das 

sequências de aminoácidos das proteínas Cry, revelou a presença de cinco blocos 

conservados (1, 2, 3, 4 e 5) na região codificadora da proteína (HÖFTE & 

WHITELEY, 1989; de MAAGD et al., 2001) (Figura 4). O bloco 1 está constituído 

pela α-hélice central (α-5) do domínio I, o bloco 2 é composto pela região de 

interface entre os domínios I e II, o bloco 3 é formado pela região de ligação entre 

os domínios II e III, o bloco 4 é composto pela folha-β central e, o bloco 5 constitui 

a porção final do domínio III (de MAAGD et al., 2001).  

Paralelamente, outros três blocos (6, 7 e 8) localizados na região C-terminal 

da protoxina foram descritos por SCHNEPF et al. (1998), porém não estão 

embutidos na fração tóxica da proteína. Estes dados são de extrema importância 

para o conhecimento das relações evolucionárias e para a comprovação da 

atividade biológica das proteínas Cry, as quais são constituídas por famílias com 

blocos similares e mecanismos de ação semelhantes (MONNERAT & BRAVO, 

2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Estrutura primária das δ-endotoxinas de Bacillus 

thuringiensis: localização dos domínios e blocos 
conservados (de MAAGD et al., 2001). 
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O primeiro grupo é constituído pelas proteínas Cry1, Cry3, Cry4, Cry7, 

Cry8, Cry9, Cry10, Cry16, Cry17, Cry19 e Cry20 que são muito relacionados entre 

si e suas toxinas ativas compartilham cinco blocos de significativa homologia 

(LERECLUS et al., 1993). O segundo grupo é formado pelas proteínas Cry5, 

Cry12, Cry13, Cry14 e Cry21, as quais apresentam homologia entre os blocos 1, 

2, 4 e 5, variabilidade no segundo bloco e o terceiro bloco totalmente ausente 

(SCHNEPF et al., 1998). Já o terceiro grupo é composto pelas proteínas Cry2, 

Cry11 e Cry18, possui o bloco 1 e uma variante truncada do bloco2 (LERECLUS 

et al., 1989). 

 

2.3.2. Estrutura tridimensional das proteínas Cry 
 

A estrutura tridimensional de oito proteínas Cry foi resolvida por cristalografia  

e difração de raios-X: Cry1Aa (GROCHULSKI et al., 1995), Cry1Ac (LI et al.,  

2001), Cry2Aa (MORSE et al., 2001), Cry3Aa (LI et al., 1991), Cry3Bb1 (GALITSKY  

et al., 2001), Cry4Aa (BOONSERM et al., 2006), Cry4Ba (BOONSERM et al.,  

2005) e Cry8Ea1 (GUO et al., 2009) (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 5. Estrutura tridimensional da proteína Cry8Ea1 evidenciando (A) domínios I 
(em azul), II (em verde) e III (em vermelho). (B) Blocos conservados: 1 
(azul), 2 (amarelo), 3 (laranja), 4 e 5 (violeta) e  a porção restante em 
cinza. 
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Apesar das diferenças existentes entre as sequências de aminoácidos, 

todas as proteínas Cry compartilham uma estrutura comum, formada por três 

domínios. O domínio I (N-terminal) consiste de 7 α-hélices, sendo 6 hélices 

anfipáticas (α-1, α-2, α-3, α-4, α-6 e α-7) circundado por uma hélice central (α-5) 

que é hidrofóbica, e está envolvido na inserção da proteína na membrana e 

formação do poro. O domínio II é formado por três folhas-β antiparalelas ao redor 

de um cerne hidrofóbico, finalizando em alças no ápice da molécula, formando os 

loops 1, 2 e 3 (RUKMINI et al., 2000; de MAAGD et al., 2003). O domínio III (C-

terminal) é constituído de duas folhas-β antiparalelas, formando um β-sanduíche. 

Os domínios II e III estão envolvidos no reconhecimento e ligação da proteína 

ativada ao receptor. Acredita-se que o domínio III esteja fortemente envolvido com 

a estabilidade estrutural (de MAAGD et al., 2001), protegendo a toxina de 

degradação durante o processamento proteolítico e controlando as interações 

toxina-toxina, podendo também agir em conjunto com o domínio I, na formação de 

poros (RUKMINI et al., 2000). 

 

2.3.3. Mecanismo de ação da proteína cristal 
 

A maioria dos estudos sobre o modo de ação das proteínas Cry foi 

realizado com insetos da ordem Lepidoptera (KNOWLES & DOW, 1993), o qual é 

constituído por várias etapas. Primeiramente, os cristais de B. thuringiensis são 

ingeridos por larvas suscetíveis e em seguida, solubilizados no intestino médio do 

inseto (Figura 6). Diferenças na solubilização podem contribuir para determinar as 

alterações no grau de toxicidade entre as proteínas Cry (ARONSON et al., 1991). 

A ativação das protoxinas em polipeptídios tóxicos ocorre devido ao 

processamento realizado pelas proteases intestinais, na qual a porção C-terminal 

das protoxinas é removida, restando somente a parte ativa (N-terminal) 

(MONNERAT & BRAVO, 2000). A clivagem proteolítica é uma etapa essencial 

para a determinação da especificidade, sendo que a principal protease digestiva 
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para os insetos da ordem Lepidoptera e Diptera é a serino-protease, enquanto que 

para coleópteros são as cisteíno e aspártico-proteases (de MAAGD et al., 2001). 

As proteínas ativas ligam-se a receptores localizados nas microvilosidades 

das células colunares do epitélio intestinal das larvas de insetos suscetíveis das 

ordens Lepidoptera (HOFMANN et al., 1988), Coleoptera (BRAVO et al., 1992) e 

Diptera (HOFTE & WHITELEY, 1989). Em geral, quatro receptores proteicos têm 

sido descritos para lepidópteros como possíveis moléculas para ligação das 

proteínas Cry as células do epitélio intestinal dos insetos suscetíveis: uma proteína 

do tipo caderina (CADR), uma aminopeptidase-N ancorada a glicosilfosfatidil-

inositol (GPI), uma fosfatase alcalina ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI) e, 

um glicoconjugado de 270 kDa (BRAVO et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em seguida, a proteína se une rápida e irreversivelmente a membrana 

plasmática das células epiteliais, promovendo a abertura ou formação de poros e, 

consequentemente, um desequilíbrio osmótico entre o meio intra e extracelular, 

 
Figura 6. Modo de ação das proteínas Cry de Bacillus thuringiensis. Fonte: 

<http://web.utk.edu/~jurat/Btresearchtable.html>. 16 julho 2011. 
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aumentando a permeabilidade das microvilosidades a cátions, ânions e água 

(VAN RIE et al., 1989; SCHNEPF et al., 1998; de MAAGD et al., 2001; BRAVO et 

al., 2005). Com a desestruturação da membrana e destruição das células ali 

presentes, os esporos encontram condições favoráveis para germinação na 

hemolinfa, levando o inseto a morte pelos processos de inanição e septicemia 

(MONNERAT & BRAVO, 2000). 

 

2.4. Transformação genética de plantas 
 

Estudos envolvendo o melhoramento genético tem resultado no incremento 

da produtividade de várias espécies cultivadas, através da utilização de 

abordagens tecnológicas que visam a obtenção de uma planta com ganho 

genético maior após a seleção (QUECINI & VIEIRA, 2001). Sendo assim, a 

tecnologia do DNA recombinante constitui numa importante ferramenta para o 

isolamento de genes e sua posterior inserção estável no genoma do hospedeiro, 

resultando num indivíduo igual ao receptor, porém dotado de uma nova 

característica. Dentre as características agronômicas de grande interesse 

comercial, a resistência a insetos se destaca no cenário mundial devido à utilização 

de genes cry da bactéria B. thuringiensis na transformação de diferentes culturas. 

Existem diversas técnicas de transformação genética de plantas, as 

quais estão agrupadas basicamente em duas categorias: transferência indireta 

(inserção do DNA exógeno ao genoma da planta por meio de um vetor 

biológico) e direta (introdução do material genético no vegetal através de 

processos físico-bioquímicos).  

A transformação indireta consiste numa estratégia simples, eficiente e 

barata para transformar plantas e é mediada por bactérias do gênero 

Agrobacterium, a qual resulta na produção de plantas geneticamente 

modificadas com um número limitado de cópias do transgene. As espécies 

comumente utilizadas, Agrobacterium tumefaciens e Agrobacterium rhizogenes, 

são bactérias fitopatogênicas de solo, Gram-negativas, pertencentes à família 
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Rhizobiaceae e são causadoras de doenças em dicotiledôneas (galhas da coroa e 

raiz em cabeleira, respectivamente) (DE BLOCK, 1993).  

O processo de transferência de fragmentos do DNA bacteriano (T-DNA) das 

agrobactérias para a célula vegetal é mediado pela interação planta-patógeno 

(REAM & GELVIN, 1996). Localizados dentro do T-DNA (“transferred DNA”) que foi 

transferido para a planta, estão presentes os genes envolvidos na biossíntese 

constitutiva de fiitohormônios (auxinas e citocininas), os quais são responsáveis pela 

alteração no desenvolvimento normal do tecido da planta, ocasionando a formação 

do tumor. Além dos fitohormônios, estas bactérias também possuem oncogenes 

para a síntese de açúcares e aminoácidos (opinas), que são fundamentais para a 

sobrevivência da bactéria (OGER et al., 1997). A presença de sequências com 25 

pares de base (pb) delimitando as extremidades do T-DNA possibilita a transferência 

do mesmo (WANG et al., 1984). Sendo assim, a transferência do T-DNA para a célula 

vegetal ocorre a partir do momento em que compostos fenólicos são liberados pela 

região lesionada da planta ativando a região de virulência (vir) que dará início ao 

processo (STACHEL et al, 1985). Os vetores utilizados para a transformação via A. 

tumefaciens possuem os genes de virulência (vir) e são desarmados, ou seja, não 

possuem oncogenes em seu plasmídeo (REAM & GELMIN, 1996). Dessa foram, A. 

tumefaciens é utilizada como vetor de transformação, onde o fragmento de T-DNA 

é eliminado e substituído por um gene de interesse (SACILOTO, 2003). 

Em relação a transferência direta, os principais métodos utilizados são: a 

eletroporação e a biobalística, A transformação por eletroporação consiste na 

indução temporária de poros nas membranas celulares dos protoplastos, os quais 

são produzidos por um campo elétrico e permitem a passagem de íons e 

moléculas (DNA). Esse método é pouco utilizado para monocotiledôneas 

(BIRCH, 1997). Já a transformação pelo método de biobalística consiste na 

aceleração de micropartículas que atravessam a parede celular e membrana 

plasmática, carregando o DNA para o interior da célula (FERREIRA et al., 2004). 

Para tal procedimento, são utilizados microprojéteis de ouro ou tungstênio, com 

diâmetro em torno de 1 μm, nos quais são impregnadas as moléculas de DNA. 
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Os microprojéteis transportam as moléculas de DNA fixadas em sua superfície, 

as quais são posteriormente liberadas, sendo que poucas atingem o núcleo e 

conseguem integrar o genoma da célula vegetal (KLEIN et al., 1987).  
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3. OBJETIVOS 
 

 

3.1. Objetivo geral  
 

Caracterizar isolados de Bacillus thuringiensis portadores de novos genes 

cry8 (coleóptero-específicos) e avaliar sua toxicidade a larvas de 2o ínstar de 

Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae). 

 
3.2. Objetivos específicos 
 

 Detectar a presença do gene cry8 em isolados de B. thuringiensis; 

 

 Caracterizar o fragmento coleóptero-específico; 

 

 Determinar a sequência completa do novo gene cry8; 

 

 Avaliar a toxicidade da proteína Cry de BT_I622 solubilizada. 
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4. MATERIAL & MÉTODOS 
 

 

As análises moleculares do presente estudo foram realizadas no 

Laboratório de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), do 

Departamento de Biologia Aplicada à Agropecuária, Faculdade de Ciências 

Agrárias e Veterinárias (FCAV), Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho” (UNESP), Campus de Jaboticabal, SP. A elaboração do ensaio de 

patogenicidade com larvas do bicudo da cana-de-açúcar, Sphenophorus levis 

Vaurie (1978) (Coleoptera: Curculionidae), foi realizada junto ao Centro de 

Tecnologia Canavieira (CTC), Piracicaba - SP. Posteriormente, o bioensaio foi 

armazenado em sala climatizada do Laboratório de Biologia e Criação de Insetos 

(LBCI), do Departamento de Fitossanidade, FCAV/UNESP, Jaboticabal - SP. 

 
4.1. Linhagens e isolados de Bacillus thuringiensis 

 

Foram utilizados 46 isolados brasileiros de Bacillus thuringiensis (BT_I89, 

BT_I93, BT_I97, BT_I99, BT_I101, BT_I106, BT_I107, BT_I115, BT_I116, 

BT_I121, BT_I124, BT_I129, BT_I142, BT_I147, BT_I54, BT_I177, BT_I178, 

BT_I187, BT_I466, BT_I583, BT_I606, BT_I622, BT_I629, BT_I689, BT_I704, 

BT_I706, BT_I710, BT_I750, BT_I788, BT_I906, BT_I912, BT_I913, BT_I915, 

BT_I918, BT_I921, BT_I923, BT_I939, BT_I940, BT_I968, BT_I1039, BT_I1100, 

BT_I1101, BT_I1108, BT_I1110, BT_I1144) + BT_I1204, pertencentes à coleção 

do LGBBA, FCAV/UNESP, Jaboticabal - SP.  

Os isolados supracitados entre parênteses foram previamente selecionados 

por CÍCERO (2007), durante o desenvolvimento do Projeto Temático “Manejo de 

pragas com a utilização de genes cry de B. thuringiensis” (FAPESP - Proc. 

03/09539-8). A caracterização molecular de 1128 isolados de B. thuringiensis foi 

realizada por meio da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), com os 

pares de iniciadores Cry3Aa LGBBA, Cry3Ba Conservado, Cry3Bb Conservado, 
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Cry7 Geral Conservado, Cry7 Geral LGBBA, Cry8 Geral Conservado, Cry9 Geral 

Conservado, Cry9 Geral LGBBA, Cry35Aa Conservado, Cry35Ba Conservado, 

resultando na seleção de 45 isolados coleóptero-específicos, os quais foram 

testados posteriormente em bioensaios com larvas de S. levis (CÍCERO, 2007). 

Além dos isolados, foram utilizadas as linhagens padrão B. thuringiensis var. 

tenebrionis (controle positivo - ordem Coleoptera) e B. thuringiensis var. israelensis 

(controle negativo - ordem Diptera), presentes também na coleção do LGBBA. 

 

4.2. Condições de cultivo das células bacterianas 
 

Os isolados e linhagens padrão de B. thuringiensis encontram-se estocados 

em fitas de papel filtro impregnadas com uma suspensão de esporos e mantidos 

em BOD a 10ºC. Para o início dos experimentos, fitas foram submersas em tubos 

criogênicos contendo água grau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) estéril no dia 

anterior à repicagem, obtendo-se uma suspensão de esporos. Uma alíquota dessa 

solução foi adicionada em placas de Petri contendo meio de cultura Ágar Nutriente 

(NA) (Acumedia, Baltimore, USA) (3,0 g/L de extrato de carne; 5,0 g/L de peptona 

bacteriológica e 15,0 g/L de ágar), semeada com o auxílio de uma alça de platina 

esterilizada e, incubadas em estufa a 30ºC por 16 horas.  

As colônias obtidas foram inoculadas em 100 ml de caldo de infusão de 

cérebro e coração (BHI) (Himedia, Mumbai, Índia) (10,0 g/L de peptona; 2,0 g/L de 

glicose; 5,0 g/L de cloreto de sódio e 2,5 g/L de fosfato dissódico) e submetidas a 

agitação de 200 rpm, por 4 horas e 30 minutos, a 30ºC, em agitador orbital (Forma 

Scientific, modelo 420, Marietta, OH, USA). 

 

4.3. Extração e quantificação do DNA genômico de B. thuringiensis 
 

O DNA genômico das células de B. thuringiensis foi obtido pelo protocolo 

descrito por WILSON (1987), o qual nos forneceu um material de alto peso 

molecular e elevado grau de pureza.  
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As culturas bacterianas provenientes de 100 ml de meio BHI foram 

centrifugadas a 7.740 x g, por 15 minutos, a 4ºC (Beckman J2-21, rotor JA-20, 

Brea, CA, USA). Os precipitados obtidos por centrifugação foram ressuspendidos 

em 9,5 ml de TE [Tris HCl 10 mM; EDTA 1 mM (pH 7,4)] adicionado de lisozima 

(20 mg/ml) e homogeneizados em aparelho do tipo “vórtex”. Em seguida, 

adicionaram-se 500 l de dodecil sulfato de sódio (SDS) 10% e 50 l de 

proteinase K (20 mg/ml) às preparações, agitando-as suavemente, sendo após 

incubadas em banho-maria por 1 hora, a 37ºC. Posteriormente, acrescentou-se 

1,8 ml de NaCl (5 M) aos tubos, os quais foram homogeneizados por inversão. 

Após este procedimento, 1,5 ml da solução contendo CTAB/NaCl foi adicionada às 

preparações, misturadas e, logo em seguida, incubadas em banho-maria por 20 

minutos, a 65ºC.  

As desproteinizações foram feitas utilizando-se um volume de 13,35 ml de 

clorofórmio/álcool isoamílico (24:1) e centrifugadas a 9.800 x g, por 10 minutos, a 

4ºC (Beckman J2-21, rotor JA-20, Brea, CA, USA). Os sobrenadantes foram 

coletados com o auxílio de uma pipetadora e 20 ml de isopropanol absoluto gelado 

foram adicionados para a precipitação do DNA. Posteriormente, adicionaram-se 2 

ml de etanol 70% gelado às amostras, sendo em seguida, submetidas a 

centrifugação a 9.800 x g, por 10 minutos, a 4ºC (Beckman J2-21, rotor JA-20, 

Brea, CA, USA). O sobrenadante foi descartado e novamente foi realizada uma 

lavagem com etanol 70%. Os precipitados obtidos por centrifugação a 9.800 x g, 

por 10 minutos, a 4ºC (Beckman J2-21, rotor JA-20, Brea, CA, USA) foram 

dissolvidos em 1 ml de TE, ao qual foi adicionado 25 l de RNAse (10 mg/ml) e 

incubados por 1 hora, a 37ºC. O material genético foi armazenado em freezer (-

20ºC) até o momento do uso. 

As amostras contendo DNA genômico foram quantificadas em aparelho 

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, 

USA). A análise da integridade dos ácidos nucléicos foi realizada por eletroforese 

em gel de agarose 1,5%, utilizando tampão TEB 1X [Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e 

Ácido Bórico 89 mM (pH 8,2)] contendo brometo de etídeo (0,5 g/ml). Uma 
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alíquota do DNA foi misturada com 3 l de tampão de amostra (“loading buffer” - 

0,5% de azul de bromofenol, 50% de glicerol), submetida à eletroforese horizontal 

com uma corrente elétrica de 70 V, por 2 horas, e visualizadas sob luz ultravioleta 

(UV) e fotodocumentadas em equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000, 

utilizando-se do software Quantity-one (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Em todas as 

eletroforeses foi utilizada uma amostra de DNA com fragmentos de tamanhos 

conhecidos “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” (Fermentas Life Sciences, Burlington, 

ON, Canada), como referência de migração eletroforética. 
 

4.4. Detecção de genes cry8 (coleóptero-específicos) por PCR 
 

As 48 amostras de DNA genômico (46 isolados + 02 linhagens padrão) 

foram submetidas à técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para a 

identificação dos isolados portadores do gene cry8, por meio da utilização dos 

oligonucleotídeos iniciadores gerais (BRAVO et al., 1998) (Tabela 1), os quais 

foram sintetizados pela empresa InvitrogenTM Life Technologies (Carlsbad, CA, 

USA).  

 
 Tabela 1. Oligonucleotídeos gerais para o gene cry8 (coleóptero-específico). 

Iniciadores Sequências Produto (pb) Referência 

Gral-cry8 (d) 5’ ATGAGTCCAAATAATCTAAATG 3’ 
~ 376 Bravo et al., 

1998 Gral-cry8 (r) 5’ TTTGATTAATGAGTTCTTCCACTCG 3’ 

  (d): direto; (r): reverso. 

 

As reações de amplificação foram conduzidas em um volume final de 20 l 

contendo: 20 ng de DNA molde; 0,25 mM de uma solução de dNTPs (10 mM); 2,0 

mM de MgCl2; 0,5 l de cada oligonucleotídeo iniciador (10 pmoles); 2,0 U da 

enzima Platinum® Taq DNA Polymerase InvitrogenTM Life Technologies (Carlsbad, 

CA, USA); 2,0 l da solução tampão para a reação de PCR (10X) [200 mM Tris; 



24 
 

      

500 mM KCl (pH 8,4)] e água grau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) 

previamente esterilizada (q.s.p. 20 l).  

Em todos os lotes de reação foi realizado um controle negativo no qual a 

quantidade de DNA foi substituída por água grau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, 

USA) estéril. Foram utilizadas como referência as linhagens padrão B. 

thuringiensis var. tenebrionis (controle positivo para a ordem Coleoptera) e B. 

thuringiensis var. israelensis como controle negativo, visto que esta linhagem atua 

sobre insetos da ordem Diptera. 

As reações foram realizadas em aparelho termociclador PTC-100 

“Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Watertown, MA, USA), 

equipado com circuito “Hot Bonnet”, sendo o programa constituído por um passo 

inicial de desnaturação de 5 minutos a 94ºC e 30 ciclos, consistindo de um passo 

de desnaturação a 94ºC por 1 minuto; pareamento dos oligonucleotídeos a 49ºC 

por 1minuto e extensão a 72ºC por 1 minuto e, ao final dos ciclos, um passo extra 

de extensão a 72ºC por 5 minutos. Ao fim do programa foi adicionado um passo 

para a manutenção da amostra a 4ºC até a retirada dos tubos do termociclador. 

Após a realização das amplificações, adicionaram-se 3 l de tampão de 

amostra (0,5% de azul de bromofenol, 50% de glicerol) aos produtos da PCR. Um 

volume de 10 l de cada amostra foi aplicado em gel de agarose a 1,5%, contendo 

brometo de etídeo (0,5 g/ml) e submetido à eletroforese em cuba horizontal, por 

2 h, a 50 V, conduzida em tampão TEB 1X [Tris 89 mM, EDTA 2,5 mM e Ácido 

Bórico 89 mM (pH 8,2)]. Em todas as eletroforeses realizadas foi adotado o 

emprego de uma amostra de DNA “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” (Fermentas Life 

Sciences, Burlington, ON, Canada), com fragmentos de tamanhos conhecidos, a 

qual serviu como referência de migração eletroforética para verificação dos 

tamanhos dos fragmentos obtidos nas reações de amplificação. Posteriormente, 

os géis de agarose foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados em 

equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por 

meio do software Quantity-one. 
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4.5. Clonagem do fragmento gênico em vetor pGEM®-T Easy  
 

O fragmento resultante da amplificação pela PCR foi usado como molde 

para a clonagem utilizando-se o Kit pGEM®-T Easy Vector System I (Promega, 

Madison, WI, USA).  

O plasmídeo pGEM®-T Easy é um vetor que possui em sua construção 

elementos primordiais no processo de clonagem, tais como: um gene que confere 

resistência ao antibiótico ampicilina (marcador de seleção), uma origem de 

replicação e, um sítio múltiplo de clonagem contendo os promotores SP6 e T7, o 

qual encontra-se inserido dentro do gene codificador da enzima β-galactosidase 

(lacZ) (gene repórter). Esse vetor possui extremidades coesivas constituídas por 

timidinas que facilitam a ligação do inserto pela enzima T4 DNA ligase, visto que, 

a maioria das DNA polimerases termina a polimerização pela adição de bases 

adenina nas terminações 3’ do fragmento amplificado (Figura 7).  

A reação de ligação (vetor + fragmento) foi conduzida em um volume final 

de 10 l, conforme recomendações do fabricante: 2,0 μl do produto de PCR; 5,0 μl 

de 2X Rapid Ligation Buffer T4 DNA ligase; 1,0 μl do vetor pGEM®-T Easy (50 

ng/μl); 1,0 μl da enzima T4 DNA ligase (3 U/μl) e água grau Milli-Q (Millipore, 

Bedford, MA, USA) previamente esterilizada (q.s.p. 10 l). A reação foi mantida 

em aparelho termociclador a 4ºC por 16 horas. 

 

 
Figura 7. Mapa do vetor de clonagem pGEM®-T Easy (Promega®). 
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4.6. Transformação de células de Escherichia coli com DNA plasmidial 
 

A transformação bacteriana foi realizada pelo método de choque térmico 

(HANAHAN, 1983) utilizando células de E. coli DH10B competentes, juntamente 

com a reação de ligação anteriormente obtida no processo de clonagem. 

Um microtubo contendo 200 μl de células de E. coli DH10B competentes foi 

previamente descongelado em gelo. Em seguida, foram adicionados 10 l da 

reação de ligação ao tubo de células, sendo este cuidadosamente homogeneizado 

e incubado em gelo por 30 minutos. Após este período, as células foram 

submetidas ao choque térmico em banho-maria a 42ºC, por 90 segundos. 

Imediatamente, retornou-se o tubo no gelo por 2 minutos. Dentro do fluxo laminar, 

adicionaram-se 800 l de meio SOC (meio Luria-Bertani (LB) [10 g/L de triptona; 5 

g/L de extrato de levedura; 5 g/L de NaCl] + KCl 2 M; MgSO4 1 M; MgCl2 1 M; 

glicose 1 M) ao tubo com células e, todo o conteúdo foi transferido para um tubo 

cônico tipo Falcon® com capacidade de 15 ml, sendo este incubado a 37ºC, por 1 

hora, sob agitação de 110 rpm (Forma Scientific, modelo 420, Marietta, OH, USA), 

para recuperação das células. Decorrente o período de incubação e com o auxílio 

da alça de Drigalsk, 100 l da suspensão de células foram semeados sobre placas 

contendo meio de cultura LB (10 g/L de triptona; 5 g/L de extrato de levedura; 5 

g/L de NaCl; 15 g/L de ágar) acrescido de ampicilina (50 g/ml) e da solução de X-

Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranosídeo + N, N' dimetilformamida) 

(20 g/ml). As placas foram incubadas em estufa a 37ºC por 16 horas. 

A identificação fenotípica da presença ou ausência da β-galactosidase pode 

ser executada por meio do uso de um análogo da lactose (X-Gal), o qual é 

degradado pela enzima β-galactosidase num produto de coloração azul escuro. Se 

o X-Gal for adicionado ao meio de cultura junto com ampicilina, as colônias não 

recombinantes, formadas por células que sintetizam β-galactosidase, terão 

coloração azul, enquanto que as recombinantes, que tiveram o gene lacZ 

interrompido e incapazes de produzir β-galactosidase, serão brancas. 
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Sendo assim, as colônias bacterianas (coloração branca) resultantes do 

processo de transformação, foram coletadas com a ajuda de palitos estéreis e 

inoculadas separadamente em 3 ml de meio LB (10 g/L de triptona; 5 g/L de 

extrato de levedura; 5 g/L de NaCl) contendo o antibiótico ampicilina (50 g/ml), 

sendo incubadas em agitador orbital a 37ºC, por 16 horas, a 200 rpm (Forma 

Scientific, modelo 420, Marietta, OH, USA). Uma alíquota de 700 μl de cada clone 

foi transferida para tubos criogênicos contendo glicerol 100% e estocados em 

freezer a -80°C. Posteriormente, 1,5 ml da cultura bacteriana foi centrifugada a 

15.294 x g, por 2 minutos, a 25ºC (Eppendorf 5804R, rotor FA 45-30-11, Hamburg, 

Germany) para a obtenção do pellet bacteriano (aglomerado de células) e em 

seguida, utilizados na extração de DNA plasmidial. 

 
4.7. Minipreparação de DNA plasmidial 

 
A obtenção do DNA plasmidial das células resultantes do processo de 

transformação ocorreu pelo método da lise alcalina (SAMBROOK & RUSSEL, 

2001). Inicialmente, os pellets bacterianos foram ressuspendidos em 200 μl da 

solução GET (50 mM glicose; 25 mM Tris-HCl [pH 8,0]; 10 mM EDTA), 

homogeneizados em aparelho do tipo “vórtex” e, mantidos em temperatura 

ambiente por 5 minutos. Em seguida, adicionaram-se 200 μl da solução II (0,2 N 

NaOH; 1% SDS) aos tubos, misturando-os gentilmente por inversão sendo após 

colocados em gelo por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 150 μl da 

solução III (KOAc 3 M), os microtubos foram homogeneizados e mantidos em gelo 

por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados a 15.294 x g, por 5 minutos, a 4°C 

(Eppendorf 5804R, rotor FA 45-30-11, Hamburg, Germany). 

Aproximadamente, 400 μl do sobrenadante foram transferidos para um tubo 

estéril (com capacidade de 1,5 ml) e em seguida, adicionaram-se 500 μl de 

clorofórmio-álcool-isoamílico (24:1) homogeneizando-os em aparelho tipo “vórtex” 

por 2 minutos, sendo submetidos à centrifugação a 15.294 x g, por 5 minutos, a 

4°C (Eppendorf 5804R, rotor FA 45-30-11, Hamburg, Germany).  
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Um volume aproximado de 500 μl da fase aquosa foi transferido para um 

tubo tipo Eppendorf® novo (1,5 ml), no qual foram adicionados 875 μl de etanol 

100%, homogeneizados por inversão e mantidos em gelo por 5 minutos, para 

posterior centrifugação a 15.294 x g, por 5 minutos, a 4°C (Eppendorf 5804R, rotor 

FA 45-30-11, Hamburg, Germany). Após a centrifugação, descartou-se o 

sobrenadante e adicionou-se 1 ml de etanol 70% e os microtubos foram 

centrifugados por 5 minutos, a 4°C, a 15.294 x g (Eppendorf 5804R, rotor FA 45-

30-11, Hamburg, Germany). O sobrenadante foi descartado e os tubos 

permaneceram em temperatura ambiente para evaporação de todo líquido que 

ainda restara nas paredes. Os pellets de DNA foram ressupendidos em 30 μl da 

solução de TE/RNAse (10 mg/ml), mantidos em banho-maria por 30 minutos e 

armazenados a-20°C. 

As amostras de DNA plasmidial foram quantificadas em aparelho 

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, 

USA). 

 

4.8. Análise dos clones por PCR e restrição enzimática 
 

A confirmação da presença do fragmento de DNA de interesse dentro do 

plasmídeo foi realizada pelas técnicas de PCR e restrição enzimática. 

 

4.8.1. Confirmação dos clones recombinantes pela técnica de PCR 
 

A análise dos clones recombinantes por PCR foi desenvolvida com a 

utilização dos oligonucleotídeos iniciadores universais denominados SP6 e T7 

(IDT, Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, USA) (Tabela 2), os quais 

possuem sítios localizados dentro do gene lacZ do vetor pGEM®-T Easy. 
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Tabela 2. Oligonucleotídeos iniciadores universais: SP6 e T7. 

Iniciadores Sequências 
SP6 5’ ATTTAGGTGACACTATAG 3’ 

T7 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ 

 

As reações de amplificação foram conduzidas em um volume final de 25 l 

contendo: 0,5 l de DNA plasmidial (300 ng/ l); 0,25 mM de uma solução de 

dNTPs (10 mM); 1,5 mM de MgCl2; 1,25 l de cada oligonucleotídeo iniciador (10 

pmoles); 2,0 U da enzima Platinum® Taq DNA Polymerase InvitrogenTM Life 

Technologies (Carlsbad, CA, USA); 2,5 l da solução tampão para a reação de 

PCR (10X) [200 mM Tris; 500 mM KCl (pH 8,4)] e água destilada Milli-Q 

previamente esterilizada (q.s.p. 25 l). Em todos os lotes de reação foi realizado 

um controle negativo no qual a quantidade de DNA foi substituída por água grau 

Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) previamente esterilizada. 

As reações foram realizadas em aparelho termociclador PTC-100 

“Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Watertown, MA, USA), onde foi 

utilizado o seguinte programa: um passo inicial de desnaturação de 2 minutos a 

95ºC e 40 ciclos consistindo de um passo de desnaturação a 95ºC por 45 

segundos; pareamento dos oligonucleotídeos a 48ºC por 30 segundos e extensão 

a 72ºC por 2 minutos e, ao final dos ciclos, um passo extra de extensão a 72ºC por 

10 minutos. Ao término do programa, as amostras foram mantidas a 4ºC até a 

retirada dos tubos do termociclador. 

 

4.8.2. Confirmação dos clones recombinantes por restrição 
 

A análise dos clones recombinantes pelo método de restrição enzimática foi 

realizada com o auxílio da enzima EcoRI (Fermentas Life Sciences, Burlington, 

ON, Canada) visando a liberação do inserto, visto que o vetor pGEM®-T Easy 

(Promega, Madison, WI, USA) possui palíndromos para a enzima EcoRI dentro do 
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seu sítio múltiplo de clonagem. Para tal procedimento, foi utilizada a enzima EcoRI 

(Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada), juntamente com o DNA 

plasmidial dos clones. A reação de restrição foi realizada num volume final de 20 

μl, conforme recomendações do fabricante: 2,0 l de tampão EcoRI; 3,0 l de DNA 

plasmidial (300 ng/ l); 1,0 l da enzima EcoRI e água grau Milli-Q (Millipore, 

Bedford, MA, USA) estéril (q.s.p. 20 l). As amostras foram mantidas em banho-

maria a 37ºC por 1 hora e 30 minutos. 

Após a realização da PCR e da restrição enzimática, foram adicionados aos 

tubos 3 l de tampão de amostra (0,5% de azul de bromofenol, 50% de glicerol). 

Um volume de 10 l de cada amostra foi aplicado em gel de agarose a 1,5%, 

contendo brometo de etídeo (0,5 g/ml) e submetido à eletroforese em cuba 

horizontal, por 2 horas, a 70 V, conduzida em tampão TEB 1X [Tris 89 mM, EDTA 

2,5 mM e Acido Bórico 89 mM (pH 8,2)]. Adotou-se o emprego de uma amostra de 

DNA, com fragmentos de tamanhos conhecidos, “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” 

(Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada), que serviu como referência 

de migração eletroforética para verificação dos tamanhos dos fragmentos. Em 

seguida, o gel de agarose foi visualizado sob luz UV e fotodocumentado em 

equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por 

meio do software Quantity-one. 

 

4.9. Sequenciamento e análise dos clones positivos para o gene cry8 
 

O sequenciamento dos fragmentos clonados no vetor pGEM®-T Easy foi  

realizado pelo método da terminação da cadeia por dideoxinucleotídeo, utilizando-

se sequenciador automático. Foram utilizados para o sequenciamento, os 

oligonucleotídeos iniciadores SP6 e T7 (Tabela 2), conforme constituição do vetor. 

As reações de sequenciamento foram realizadas num volume final de 10 μl, sendo 

constituídas por: 100 ng de DNA plasmidial; 3,0 μl da solução tampão para a 

reação de PCR (2,5X) [200 mM Tris (pH 9,0); 5 mM MgCl2]; 1,0 μl de 
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oligonucleotídeo (10 pmol); 1,0 μl de DYEnamic™ ET Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit (GE Healthcare, Fairfield, CT, USA) e água grau Milli-Q (Millipore, 

Bedford, MA, USA) esterilizada (q.s.p. 10 l). 

As reações foram realizadas em aparelho termociclador PTC-100 

“Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Watertown, MA, USA), com o 

seguinte programa: 40 ciclos consistindo de um passo de desnaturação a 95ºC por 

20 segundos; pareamento dos oligonucleotídeos a 50ºC por 15 segundos e 

extensão a 60ºC por 2 minutos. Ao término do programa, as amostras foram 

mantidas a 4ºC até a retirada dos tubos do termociclador. 

A purificação e precipitação da reação de sequenciamento foram realizadas 

de acordo com protocolo proposto pela empresa Applied BiosystemsTM Life 

Technologies (Carlsbad, CA, USA). As amostras foram precipitadas pela adição 

de 1 μl de EDTA 125 mM (pH 8,0), 1 μl de acetato de sódio 3M (pH 5,2) e 25 μl de 

etanol 100%. A placa foi selada com adesivo de alumínio, homogeneizada por 

inversão, incubada por 15 minutos à temperatura ambiente (em local isento de luz) 

e, centrifugada a 2.254 x g, por 30 minutos, a 4°C (Eppendorf 5804R, rotor A-2-

MTP, Hamburg, Germany). Imediatamente, a placa foi invertida sobre papel toalha 

e o sobrenadante descartado por meio de uma rápida centrifugação a 185 x g. Em 

seguida, adicionaram-se 35 μl de etanol 70% e uma nova centrifugação foi 

realizada a 2.254 x g, por 15 minutos, a 4°C (Eppendorf 5804R, rotor A-2-MTP, 

Hamburg, Germany). O sobrenadante foi descartado através de uma rápida 

centrifugação a 185 x g e a placa acondicionada em fluxo laminar por 1 hora, em 

temperatura ambiente, para completa secagem das amostras.  

Posteriormente, foram adicionados 10 μl de formamida HiDi (Applied 

BiosystemsTM Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) às amostras contidas na 

placa que, por sua vez, foi selada com um suporte de silicone e levada ao 

termociclador PTC-100 (MJ Research, Watertown, MA, USA) para a desnaturação 

da dupla fita de DNA a 95°C por 5 minutos. Imediatamente, a mesma foi retirada 

do aparelho e mantida no gelo por 2 minutos. O sequenciamento automático foi 
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conduzido em aparelho ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA).   

Os cromatogramas obtidos pelo sequenciamento das amostras foram 

analisados pelos programas Phred (EWING et al., 1998), Phrap (EWING & 

GREEN, 1998), Consed  (GORDON et al., 1998), em sistema operacional Mac OS 

X. A comparação das sequências FASTA geradas com o banco de dados 

GenBank do National Center for Biotecnology Information (NCBI), foi realizada 

pela ferramenta “Basic Local Alignment Search Tool” - BLAST (ALTSCHUL et al., 

1997) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). O propósito dessa análise consistiu 

na verificação da identidade do material sequenciado por meio do grau de 

similaridade com as sequências depositadas no GenBank. 

 

4.10. Determinação da sequência completa do gene cry8 pela 
estratégia de “primer walking” 

 
O sequenciamento do gene cry8 pela estratégia de “primer walking” foi 

realizado com a utilização de oligonucleotídeos iniciadores específicos para o 

gene em estudo (Tabela 3).  

Os iniciadores foram elaborados através do programa Primer3 (ROZEN & 

SKALETSKY, 2000) com base em sequências de genes cry8 depositadas no 

banco de dados GenBank (cry8Aa1 [U04364], cry8Ba1 [U04365] e cry8Ca1 

[U04366]) e, por meio das sequências obtidas anteriormente (item 4.9) com os 

oligonucleotídeos iniciadores gerais (Gral-cry8d/Gral-cry8r) descritos por BRAVO 

et al. (1998). O alinhamento das sequências FASTA foi realizado pelo programa 

Kalign (LASSMANN & SONNHAMMER, 2005).  
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Tabela 3. Iniciadores específicos elaborados para a estratégia de “primer walking”. 

(d): direto; (r): reverso. 

 

A verificação da temperatura de Melting (TM), conteúdo C+G e da formação 

de estruturas secundárias e dímeros nos oligonucleotídeos elaborados, foi feita 

através do software Sequence Manipulation Suite: PCR Primer Stats 

(STOTHARD, 2000) (http://bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html). A 

síntese dos iniciadores foi realizada pela empresa InvitrogenTM Life Technologies 

(Carlsbad, CA, USA). 

As combinações de iniciadores utilizadas para a obtenção dos fragmentos 

(“contigs”) e consequentemente, a montagem do gene cry8 de BT_I622 foram: (1) 

Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) + Gral-cry3 (r) (BEN-DOV et al., 1997); (2) Gral-

cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) + Cry8-C3 (r); (3) Cry8-C4 (d) + Cry8-C4 (r); (4) 

Cry8-C5 (d) + Cry8-C5 (r); (5) Cry8-C6 (d) + Cry8-C6 (r); (6) Cry8-C7 (d) + Cry8-

C7 (r). A amplificação do gene cry8 inteiro foi realizada com a utilização dos 

oligonucleotídeos Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) + Cry8-C6 (r). A predição do 

tamanho (pb) dos fragmentos amplificados foi realizada com o auxílio do programa 

pDRAW32 1.0 (AcaClone Software, http://www.acaclone.com). 

Iniciadores Sequências Posição no gene Referências 

Gral-cry8 (d) 5’ ATGAGTCCAAATAATCTAAATG 3’ 1 - 22 Bravo et al., 1998 

Gral-cry3 (r) 5’ CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT 3’ 1398 - 1420 Ben-Dov et al., 1997 

Cry8-C3 (r) 5’ GATTGATTTCCACCATCAC 3’ 3284 - 3302 Neste estudo 

Cry8-C4 (d) 5’ GCAGAATACGCAAGGAATAAG 3’ 379 - 399 Neste estudo 

Cry8-C4 (r) 5’ TAGCCGCACTTTCTATAGCC 3’ 987 - 1006 Neste estudo 

Cry8-C5 (d) 5’ TTCCTGGTAAACCAAGTG 3’ 1306 - 1323 Neste estudo 

Cry8-C5 (r) 5’ TCAGCATATAAACGGTCTAC 3’ 2866 - 2885 Neste estudo 

Cry8-C6 (d) 5’ GCTAACAGATCGACTCCAAC 3’ 3024 - 3043 Neste estudo 

Cry8-C6 (r) 5’ TTACTCTACGTCTACAATCAAT 3’ 3510 - 3531 Neste estudo 

Cry8-C7 (d) 5’ TAAATTATCTGCTGGGACCTC 3’ 1767 - 1787 Neste estudo 

Cry8-C7 (r) 5’ CCTTCTACAACCTCAATTCC 3’ 2257 - 2276 Neste estudo 
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As reações de amplificação foram conduzidas em um volume de 20 l: 20 

ng de DNA; 0,25 mM de uma solução de dNTPs (10 mM); 2,0 mM de MgCl2; 0,5 l 

de cada oligonucleotídeo iniciador (10 pmoles); 2,0 U da enzima Platinum® 

Taq DNA Polymerase InvitrogenTM Life Technologies (Carlsbad, CA, USA); 2,0 l 

da solução tampão para a reação de PCR (10X) [200 mM Tris; 500 mM KCl (pH 

8,4)] e água grau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) previamente esterilizada 

(q.s.p. 20 l). Em todos os lotes foi realizado um controle negativo no qual a 

quantidade de DNA foi substituída por água grau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, 

USA) estéril.  

As reações foram realizadas em aparelho termociclador PTC-100 

“Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Watertown, MA, USA), sendo 

que o programa utilizado para cada par de oligonucleotídeos diferiu nos 

parâmetros temperatura, tempo e quantidade de ciclos (Tabela 4). 

 
Tabela 4. Programas de PCR utilizados na amplificação dos fragmentos do gene cry8 

presente no isolado BT_I622. 

Combinações de 
Oligonucleotídeos 

iniciadores  

  Ciclo    
Desnaturação 

inicial 
Desnaturação Pareamento Extensão nº 

ciclos 
Extensão 

final 

Gral-cry8(d) / Gral-cry3(r) 94°C - 5’ 94°C - 1’ 49°C - 1’ 72°C - 1’ 35 x 2 72°C - 5’ 

Gral-cry8(d) / Cry8-C3(r) 94°C - 5’ 94°C - 1’ 53°C - 1’ 72°C - 3’ 35 x 2 72°C - 10’ 

Cry8-C4(d) / Cry8-C4(r) 94°C - 5’ 94°C - 1’ 57°C - 1’ 72°C - 1’ 30 x 2 72°C - 5’ 

Cry8-C5(d) / Cry8-C5(r) 94°C - 5’ 94°C - 1’ 52°C - 1’ 72°C - 1’ 30 x 2 72°C - 5’ 

Cry8-C6(d) / Cry8-C6(r) 94°C - 5’ 94°C - 1’ 54°C - 1’ 72°C - 1’ 30 x 2 72°C - 5’ 

Cry8-C7(d) / Cry8-C7(r) 94°C - 5’ 94°C - 1’ 56°C - 1’ 72°C - 1’ 30 x 2 72°C - 5’ 

Gral-cry8(d) / Cry8-C6(r) 94°C - 5’ 94°C - 1’ 50°C - 1’ 72°C - 4’ 35 x 2 72°C - 10’ 

 

Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, 

contendo brometo de etídeo (0,5 g/ml), conduzida em tampão TEB 1X [Tris 89 

mM, EDTA 2,5 mM e Acido Bórico 89 mM (pH 8,2)] por 2 horas, a 50 V. Adotou-se 

o emprego de uma amostra de DNA “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” (Fermentas 



35 
 

      

Life Sciences, Burlington, ON, Canada), com fragmentos de tamanhos 

conhecidos, a qual serviu como referência de migração eletroforética para 

verificação do tamanho dos fragmentos obtidos nas reações de amplificação. Os 

géis de agarose foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados em 

equipamento fotodocumentador Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), por 

meio do software Quantity-one. 

Os produtos de PCR amplificados com os oligonucleotídeos específicos 

(Tabela 3), que apresentaram bandas inespecíficas, foram purificados a partir do 

gel de agarose 0,8% com o auxílio do kit PureLink™ Gel Extraction InvitrogenTM 

Life Technologies (Carlsbad, CA, USA), segundo indicação do fabricante. O DNA 

de interesse recuperado foi quantificado em aparelho NanoDrop® ND-1000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) para posterior 

utilização no processo de clonagem molecular. 

Os fragmentos gerados pela PCR com os iniciadores específicos para o 

gene cry8 em estudo foram clonados em vetor pGEM®-T Easy (Promega®) e 

transformados em células de E. coli DH10B competentes (itens 4.5 e 4.6). A 

purificação do DNA plasmidial foi realizada pela metodologia da lise alcalina 

(SAMBROOK & RUSSEL, 2001) (item 4.7). A confirmação dos clones 

recombinantes foi realizada pelas técnicas de PCR com os oligonucleotídeos 

universais SP6 e T7 e por restrição enzimática, conforme item 4.8. As amostras de 

DNA plasmidial foram quantificadas em aparelho NanoDrop® ND-1000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). 

As reações de sequenciamento foram realizadas num volume final de 10 μl, 

sendo constituídas por: 100 ng de DNA plasmidial; 3,0 μl da solução tampão para 

a reação de PCR (2,5X) [200 mM Tris (pH 9,0); 5 mM MgCl2]; 1,0 μl de 

oligonucleotídeo (10 pmoles); 1,0 μl de DYEnamic™ ET Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit (GE Healthcare GE Healthcare, Fairfield, CT, USA) e água grau 

Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) esterilizada (q.s.p. 10 l). 

As reações foram realizadas em aparelho termociclador PTC-100 

“Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Watertown, MA, USA), onde foi 
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utilizado o seguinte programa: 40 ciclos consistindo de um passo de desnaturação 

a 95ºC por 20 segundos; pareamento dos oligonucleotídeos a 50ºC por 15 

segundos e extensão a 60ºC por 2 minutos. Ao término do programa, as amostras 

foram mantidas a 4ºC até a retirada dos tubos do termociclador. 

As amostras foram precipitadas conforme protocolo descrito pela empresa 

Applied BiosystemsTM Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) (item 4.9). Em 

seguida, foram adicionados 10 μl de formamida HiDi (Applied BiosystemsTM Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) às amostras contidas na placa que, por sua 

vez, foi selada com um suporte de silicone e levada ao termociclador PTC-100 (MJ 

Research, Watertown, MA, USA) para a desnaturação das fitas de DNA a 95°C 

por 5 minutos. Imediatamente, a placa foi retirada do aparelho e mantida no gelo 

por 2 minutos. O sequenciamento automático foi conduzido em aparelho ABI 

PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).   

Os dados obtidos nos sequenciamentos foram submetidos a análise in silico 

pelos programas Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998; EWING & GREEN, 

1998; GORDON et al., 1998) em sistema operacional Mac OS X e, comparados 

com as sequências de nucleotídeos e aminoácidos presentes no GenBank por 

meio da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), através dos algoritmos 

BLASTn e BLASTp, respectivamente. 

A predição da sequência de aminoácidos do gene cry8 foi efetuada através 

do banco de dados SWISS-PROT (http://www.expasy.ch/tools/dna.html). A 

tradução da proteína foi realizada com a utilização do programa ORF Finder 

(Open Reading Frame Finder) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/), que 

consiste numa ferramenta de análise gráfica responsável por localizar a região de 

leitura aberta, traduzindo o DNA em seis “frames” possíveis (+1, +2, +3, -1, -2, -3) 

e, destacando os códons da metionina (ATG) e o códon de terminação (“stop 

códon”) presentes na sequência.  

A verificação dos domínios conservados na proteína foi feita por meio da 

ferramenta computacional CD-Search, no banco de dados CDD (Conserved 

Domain Database) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). A 
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análise de alinhamentos múltiplos foi realizada pelo programa CLUSTALW 

(THOMPSON et al., 1994). A árvore filogenética foi construída com o auxílio do 

programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007), com modelo de comparação 

“Neighbor-joining” (SAITOU & NEI, 1987), método de distância p. A robustez dos 

ramos gerados pela árvore foi medida pelo teste probabilístico “Bootstrap” 

(SITNIKOVA et al., 1995), originado a partir de 1000 repetições. 

 

4.11. Toxicidade de proteínas Cry solubilizadas para larvas de 
Sphenophorus levis  
 

4.11.1. Obtenção das proteínas Cry de B. thuringiensis 
 

O isolado de B. thuringiensis BT-I622 e a linhagem padrão B. thuringiensis 

var. tenebrionis foram inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura 

específico para induzir a esporulação da bactéria B. thuringiensis, denominado 

CCY (tampão fosfato 20X [KH2PO4 0,26 M; K2HPO4 0,52 M], fonte de carbono 

[200 mg de L-glutamina; 10 g de caseína hidrolisada; 10 g de bacto casitona; 4 g 

de extrato de levedura; 6 ml de glicerina], sais CCY [ZnCl2 0,05 M; MgCl2.H2O 0,5 

M; MnCl2.6H2O 0,01 M; CaCl2.6H2O 0,2 M; FeCl3.6H2O]; 15 g/L de ágar) 

(STEWART et al., 1981), com o auxílio de uma alça de platina esterilizada e, 

incubados em estufa a 29ºC por 48 horas para a obtenção de colônias isoladas. 

Após este período, coletou-se uma colônia para a montagem da lâmina e 

observação da cultura esporulada em microscópio óptico (Leica, Germany).   

A colônia obtida para isolado/linhagem foi inoculada separadamente com 

uma alça de platina estéril em 20 ml de CCY (tampão fosfato 20X [KH2PO4 0,26 M; 

K2HPO4 0,52 M], fonte de carbono [200 mg de L-glutamina; 10 g de caseína 

hidrolisada; 10 g de bacto casitona; 4 g de extrato de levedura; 6 ml de glicerina], 

sais CCY [ZnCl2 0,05 M; MgCl2.H2O 0,5 M; MnCl2.6H2O 0,01 M; CaCl2.6H2O 0,2 M; 

FeCl3.6H2O]) para o preparo do pré-cultivo e em seguida, submetida à agitação a 

180 rpm, por 72 horas, a 29ºC. Posterior ao cultivo procedeu-se novamente a 
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verificação da esporulação das células bacterianas por meio da observação em 

microscópio (Leica, Germany). 

Transcorrido o período de incubação acima, realizou-se a sincronização, 

processo necessário para destruir possíveis células vegetativas ainda presentes 

na cultura, por meio da incubação da pré-cultura em banho-maria a 70ºC, por 20 

minutos. Em seguida, 5 ml do pré-cultivo foram inoculados em 500 ml de CCY 

para o preparo do inóculo final e, submetidos a agitação a 200 rpm, por 72 horas, 

a 28ºC até completa esporulação, que foi verificada em microscópio óptico (Leica, 

Germany) através do preparo de lâmina com uma alíquota da cultura de B. 

thuringiensis. 

A cultura bacteriana foi centrifugada a 15.300 x g, por 12 minutos, a 4ºC 

(Beckman J2-21, rotor JA-14, Brea, CA, USA). O precipitado foi ressuspendido em 

5 ml de solução A (1 M NaCl; 10 mM EDTA), homogeneizado em “vórtex” e, 

novamente centrifugado a 15.300 x g, por 12 minutos, a 4ºC (Beckman J2-21, 

rotor JA-14, Brea, CA, USA). Esta etapa foi realizada 3 vezes para a remoção dos 

esporos e resíduos de meio de cultura presentes no precipitado de células de B. 

thuringiensis. Em seguida, adicionaram-se 5 ml de solução B (10 mM KCl), os 

quais foram homogeneizados e centrifugados  a 12.100 x g, por 12 minutos, a 4ºC 

(Beckman J2-21, rotor JA-20, Brea, CA, USA), para a obtenção do pellet onde 

estão presentes os cristais proteicos.  

A solubilização das proteínas Cry foi realizada pela adição de tampão 

carbonato 50 mM (pH 10,5) acrescido de Ditiotreitol (DTT) (10 mM), sendo 

incubados em agitador orbital por 2 horas em temperatura ambiente (Forma 

Scientific, modelo 420, Marietta, OH, USA). Posteriormente, as amostras foram 

submetidas à centrifugação a 23.700 x g, por 15 minutos, a 4ºC (Beckman J2-21, 

rotor JA-20, Brea, CA, USA). O sobrenadante contendo a proteína cristal foi 

coletado e quantificado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) para a 

utilização no bioensaio. 
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4.11.2. Ensaio de patogenicidade com larvas de S. levis 
 

A eficiência da nova proteína Cry8 presente no isolado de B. thuringiensis 

BT_I622, foi verificada através de biensaio com larvas de 2o ínstar de S. levis, 

provenientes da criação mantida no Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), 

Piracicaba - SP. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado sendo 

constituído de seis tratamentos (duas concentrações da proteína proveniente do 

isolado BT_I622, duas concentrações da proteína da linhagem padrão B. 

thuringiensis var. tenebrionis e duas testemunhas - uma contendo apenas o 

tampão carbonato e a outra água grau Milli-Q [Millipore, Bedford, MA, USA] estéril) 

e 20 repetições/tratamento. 

A montagem do experimento foi realizada junto ao CTC, sendo a dieta 

artificial, necessária para a manutenção das larvas de S. levis, composta pelos 

seguintes ingredientes: 153 g de caseína, 45 g de sais de Wesson (monofosfato 

de potássio 31%; carbonato de cálcio 21%; fosfato tricálcico 14,9%; cloreto de 

potássio 12%; cloreto de sódio 10,5%; sulfato de magnésio 9%; fosfato férrico 

1,47%; fluoreto de sódio 0,057%, sulfato de cobre [5H2O] 0,039%; sulfato de 

manganês 0,02%; sulfato de potássio e alumínio 0,009%; iodeto de potássio 

0,005%), 95 g de açúcar; 135 g de germe de trigo, 40 g de bagaço de cana-de-

açúcar, 18 g de ácido ascórbico, 113 g de agarose InvitrogenTM Life Technologies 

(Carlsbad, CA, USA), 3 ml do antibiótico Wintomylon® (ácido nalidíxico), 45 ml de 

solução vitamínica (via líquida [2000 μg de vitamina B12; 2 ml de H2O] + via seca 

[20 mg de biotina; 1000 mg de niacinamida; 1000 mg de pontotenato de cálcio; 

500 mg de riboflavina sódica; 250 mg de cloridrato de tiamina; 250 mg de 

cloridrato de piridoxina; 100 mg de ácido fólico] + 1 L de H2O), 22 ml da solução de 

KOH (11,25 g de KOH; água destilada q.s.p. 200 ml), 65 ml de solução B (70 g do 

conservante Nipagim®  [metilparabeno], 70 g de ácido ascórbico, 500 ml de álcool 

70%).  
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As proteínas solubilizadas, nas concentrações de 50 e 100 μg/ml, foram 

incorporadas separadamente à dieta artificial (sob a temperatura de 37°C para que 

não houvesse a degradação proteica) e em seguida, 8 ml da mistura (dieta + 

proteína) foram distribuídas em tubos de ensaio de fundo chato nas dimensões 2,4 

x 8,5 cm. Após completa solidificação, as larvas foram pesadas e cuidadosamente 

acondicionadas individualmente dentro de uma cavidade feita na dieta, sendo os 

tubos vedados com tampões de algodão estéril (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os tubos de ensaio de fundo chato contendo os tratamentos + larvas foram 

mantidos em sala climatizada do Laboratório de Biologia e Criação de Insetos 

(LBCI), Departamento de Fitossanidade (FCAV/UNESP - Campus de Jaboticabal), 

sob temperatura de 25±1°C, umidade relativa de 70±10% e fotofase de 14 horas, 

sendo que a avaliação foi realizada no 15o dia posterior à montagem do ensaio, no 

Laboratório de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada, do Departamento 

de Biologia Aplicada à Agropecuária, desta instituição.  

 

 

 

 

 
Figura 8. Bioensaio com larvas de 2o ínstar de Sphenophorus levis (Coleoptera: 

Curculionidae) submetidas aos tratamentos com proteínas de Bacillus 
thuringiensis. 
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5. RESULTADOS & DISCUSSÃO 
 

 

5.1. Análise do conteúdo de genes cry8 em isolados de B. 
thuringiensis 

 

O estudo da variabilidade genética existente em coleções de isolados de B. 

thuringiensis tem sido realizado com grande frequência no mundo, porém poucos 

são os trabalhos que abordam a detecção de genes coleóptero-específicos, entre 

eles cry3, cry7 e cry8 (BEN-DOV et al., 1997; BRAVO et al., 1998; ASANO et al., 

2003; URIBE et al., 2003; VILAS-BÔAS & LEMOS, 2004; YU et al., 2006; 

MARTINS et al., 2007; GAO et al., 2008; NAZARIAN et al., 2009; BAIG et al., 

2010; NOGUERA & IBARRA, 2010). 

A caracterização molecular do isolado BT_I622 foi realizada inicialmente 

pela técnica de PCR com a utilização dos oligonucleotídeos iniciadores Gral-cry8 

(d) e Gral-cry8 (r) (BRAVO et al., 1998) (Figura 9). Dentre os 46 isolados de B. 

thuringiensis analisados, apenas um (BT_I622) (2,17%) resultou num produto de 

amplificação de aproximadamente 376 pb (Figura 10). A sequência amplificada 

está situada na porção inicial do gene, ou seja, na extremidade N-terminal (amino-

terminal), estando incluso o códon de iniciação da tradução (ATG), sendo 

denominada “contig 1”.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) 

Gral-cry8 (r) (BRAVO et al., 1998) 

5’  ATG 3’ 

Contig 1 

Figura 9. Esquema ilustrando a utilização dos iniciadores gerais (Bravo et al., 1998) para a 
detecção do gene cry8 em 46 isolados de B. thuringiensis. 

3’ 5’ 
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Em contrapartida, 45 isolados e a linhagem padrão de B. thuringiensis var. 

tenebrionis utilizada como controle positivo para a ordem Coleoptera não 

apresentaram amplificação para o gene cry8. Analisando a origem dos iniciadores, 

foi possível verificar que, embora os oligonucleotídeos gerais tenham sido 

elaborados a partir de regiões conservadas dos genes cry8Aa1 (B. thuringiensis 

kumamotoensis PS50C[a]) (U04364), cry8Ba1 (B. thuringiensis kumamotoensis 

PS50C[b]) (U04365) e cry8Ca1 (B. thuringiensis japonensis Buibui) (U04366), a 

linhagem utilizada como referência é constituída por genes da subclasse cry3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 

 

 

A baixa frequência de isolados de B. thuringiensis efetivos a insetos da 

ordem Coleoptera foi relatada por vários autores. Analisando uma coleção de 

1128 isolados de B. thuringiensis, provenientes de diferentes regiões brasileiras, 

CÍCERO (2007) detectou a presença de 45 isolados (3,98%) coleóptero-

específicos e dentre eles, apenas três (6,66%) eram portadores de genes da 

subclasse cry8, conforme condições testadas pela autora.  

 

MM  1   2    3  CN 

1000 pb 
750 pb 
500 pb 
376 pb 
250 pb 

Figura 10. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificação obtido por PCR com a 
utilização de oligonucleotídeos iniciadores gerais para o gene cry8. Canaleta 1: 
BT_I622; 2: B. thuringiensis var. tenebrionis; 3: B. thuringiensis var. israelensis; CN: 
controle negativo da reação. MM - marcador molecular “GeneRulerTM 1 kb DNA ladder” 
(Fermentas Life Sciences. 
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BRAVO et al. (1998) identificaram uma variedade de genes cry numa 

coleção de 496 isolados, advindos de amostras de solo de cinco macrorregiões do 

México, sendo que 39 (7,86%) possuíam genes cry para coleópteros e destes, 

somente seis (15,38%) eram portadores de genes da classe cry8.  

PINTO & FIÚZA (2003), por meio da coleta e caracterização de amostras 

de solos das regiões orizícolas do Rio Grande do Sul, obtiveram um total de 46 

isolados de B. thuringiensis e, dentre eles, seis (13,04%) apresentaram toxicidade 

a larvas de Oryzophagus oryzae (Costa Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae), 

mortalidade esta associada pelos autores devido a presença das proteínas Cry3 e 

Cry7. Já NAZARIAN et al. (2009), analisando uma coleção de 70 isolados de B. 

thuringiensis provenientes do Irã, detectaram a presença de três cepas (4,28%) 

codificadoras dos genes cry7 e cry8, as quais foram potencialmente tóxicas a 

larvas de Xanthogaleruca luteola Muller, 1766 (Coleoptera: Chrysomellidae). 

O produto de PCR obtido a partir do isolado BT_I622 foi clonado em vetor 

pGEM®-T Easy (Promega, Madison, WI, USA) , transformado em células 

competentes de E. coli DH10B resultando na obtenção de vários clones. A 

confirmação dos clones recombinantes foi realizada pelas técnicas de PCR com 

os oligonucleotídeos universais, por meio da amplificação do fragmento de 

interesse a partir dos promotores SP6 e T7 e, pela utilização da endonuclease de 

restrição EcoRI, responsável pelo corte e consequentemente, a liberação do 

inserto de ~ 376 pb (Figura 11). 
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Os clones positivos, ou seja, os clones portadores do fragmento de PCR (2, 

3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 13) obtido com os iniciadores gerais Gral-cry8 (d/r) foram 

selecionados e sequenciados para a obtenção de sua sequência nucleotídica. A 

análise realizada pelas ferramentas da bioinformática indicou que o fragmento de 

aproximadamente 376 pb possui 89% de similaridade com uma região do gene 

cry8Ea2 de B. thuringiensis B-DLL (EU047597), presente no banco de dados 

público GenBank (Figura 12). 

 

 

 

 

500 pb 

750 pb 
500 pb 

250 pb 

 

750 pb 

250 pb 

p
376 pb 

MM  1   2    3    4    5    6    7    8    9   10  11  12 13  14  15 

MM  1   2    3    4    5    6    7    8    9   10  11  12 13  14  15 

A 

B 
Figura 11. Análise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restrição 

enzimática (B). Canaleta 1-15: clones obtidos a partir do isolado BT_I622 com os 
oligonucleotídeos gerais (Gral-cry8[d] e Gral-cry8[r]). MM - marcador molecular 
“GeneRulerTM 1kb DNA ladder” (Fermentas Life Sciences). 
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5.2. Obtenção da sequência completa do gene cry8 presente no 
isolado de B. thuringiensis BT_I622 

 

O alinhamento das sequências de cry8Aa1 (U04364), cry8Ba1 (U04365) e 

cry8Ca1 (U04366), forneceu informações detalhadas sobre a localização de 

regiões de alta similaridade entre as sequências. Os resultados desta análise 

possibilitaram o desenvolvimento de novos iniciadores bem como, a utilização de 

oligonucleotídeos descritos na literatura, Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) e Gral-

cry3 (r) (BEN-DOV et al., 1997) na estratégia de “primer walking”.  

> gb|EU047597.1|Bacillus thuringiensis strain B-DLL crystal protein gene, complete 
cds (cry8Ea1) 
Length=3495 
 
Score =  457 bits (247),  Expect = 3e-128 
Identities = 335/378 (89%), Gaps = 4/378 (1%) 
Strand=Plus/Plus 
 

Query  1    ATGAGTCCAAATAATCTAAATGAATATGAAATTATAGATGCGACACCTTCTACATCTGTA  60 
            |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||  | ||||||||||||||||| 
Sbjct  1    ATGAGTCCAAATAATCAAAATGAATATGAAATTATAGATATGGCACCTTCTACATCTGTA  60 
 
Query  61   TCTAATGATACTACCAGATACCCTTTTGCAAATGAACCAACAAATGCGTTACAAAATATG  120 
            || |||||| ||| ||||||||||||||| | ||| ||||||||||| |||||||||||| 
Sbjct  61   TCCAATGATTCTAACAGATACCCTTTTGCGAGTGATCCAACAAATGCATTACAAAATATG  120 
 
Query  121  AATTATAAGGATTATTTAAGAATGTCTGAAGGTTACGATAGTGAATATGCTGGTTCACCT  180 
            |||||||| || ||||||||||||||||| || || |||||||||||| |||| |||||| 
Sbjct  121  AATTATAAAGAGTATTTAAGAATGTCTGAGGGATATGATAGTGAATATTCTGGCTCACCT  180 
 
Query  181  GAAGCATTTACTAGTGGGCAAGATGCGGTTAAAG-CCGCGATTGGTGTGGTAGGTCA-AA  238 
            ||||   ||| ||||| || |||||||||| ||| | || ||  || |||||||| |  | 
Sbjct  181  GAAGTGCTTATTAGTGAGCGAGATGCGGTT-AAGACAGCAATCAGTTTGGTAGGT-ACTA  238 
 
Query  239  TATTGGGGAAATTAGGGGTTCCATTTGTTGGGCCGATTGTGAGCCTATATAGTGCACTTA  298 
            |||| || |||||||| |||||||| || || ||||||||||||||||||||| |||||| 
Sbjct  239  TATTAGGAAAATTAGGAGTTCCATTGGTAGGACCGATTGTGAGCCTATATAGTACACTTA  298 
 
Query  299  TTGATGTTTTGTGGCCAGGTGGAAAGAGTCAATGGGAAATTTTTATGGAACAAGTAGAAG  358 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  299  TTGATGTTTTGTGGCCAGGTGGAAAGAGTCAATGGGAAATTTTTATGGAACAAGTAGAAG  358 
 
Query  359  CACTCATTAATAAAAAAA  376 
            |||| |||||| |||||| 
Sbjct  359  CACTTATTAATCAAAAAA  376 

 

Figura 12. Resultado da análise de similaridade do fragmento do gene cry8 (~376 pb) por meio da 
ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank. 
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Esta estratégia também foi adotada por NOGUERA & IBARRA (2010), os 

quais elaboraram um sistema composto por três conjuntos de oligonucleotídeos, 

com base em regiões conservadas da família cry, sendo esses iniciadores 

capazes de amplificar os três domínios presentes nos genes cry de B. 

thuringiensis e, consequentemente, descobrir novos tipos de genes cry. 

A extensão da sequência nucleotídica do gene cry8 de BT_I622 foi iniciada 

pelo uso dos oligonucleotídeos Gral-cry8 (d) e Gral-cry3 (r) (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A amplificação por PCR resultou num produto em torno de 1420 pb (Figura 

14) para o isolado BT_I622, a qual gerou o “contig 2”.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Contig 2 

5’  ATG 3’ 

Contig 1 

Figura 13. Esquema ilustrando a utilização dos iniciadores Gral-cry8 (d) (Bravo et al., 1998) e 
Gral-cry3 (r) (Ben-Dov et al., 1997) na estratégia de “primer walking”. 

3’ 5’ 

Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) 

Gral-cry3 (r) (BEN-DOV et al., 1997) 
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Figura 14. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificação obtido por PCR com a utilização 
dos oligonucleotídeos iniciadores Gral-cry8 (d) (Bravo et al., 1998) e Gral-cry3 (r) (Ben-Dov
et al., 1997). Canaleta 1: BT_I622; 2: B. thuringiensis var. tenebrionis; 3: B. thuringiensis
var. israelensis; CN: controle negativo da reação. MM - marcador molecular “GeneRulerTM

1kb DNA ladder” (Fermentas Life Sciences). 
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O fragmento de 1420 pb foi clonado e a confirmação dos clones 

recombinantes foi realizada, sendo identificados como positivos os clones 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 8, 9 e 10 (Figura 15). Os eletroferogramas derivados do sequenciamento 

foram analisados pelos programas Phred, Phrap e Consed (EWING et al., 1998; 

EWING & GREEN, 1998; GORDON et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise realizada com o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), 

através do algoritmo BLASTn, indicou a similaridade de 83% deste fragmento com 

o gene cry8Ba1 (U04365) de B. thuringiensis kumamotoensis PS50C(b) (Figura 

16). 

 

Figura 15. Análise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restrição 
enzimática (B). Canaletas 1-10: clones resultantes do processo de transformação com 
o fragmento gênico de 1420 pb. MM - marcador molecular “GeneRulerTM 1kb DNA 
ladder” (Fermentas Life Sciences). 
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> gb|U04365.1|BTU04365  Bacillus thuringiensis kumamotoensis PS50C(b) CryIII delta-
endotoxin gene, partial cds 
Length=3507 
 
Score = 1249 bits (676),  Expect = 0.0 
Identities = 1202/1450 (83%), Gaps = 60/1450 (4%) 
Strand=Plus/Plus 
 

Query  1     ATGAGTCCAAATAATCTAAATGAATATGAAATTATAGATGCGACACCTTCTACATCTGTA  60 
             |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     ATGAGTCCAAATAATCAAAATGAATATGAAATTATAGATGCGACACCTTCTACATCTGTA  60 
 
Query  61    TCTAATGATACTACCAGATACCCTTTTGCAAATGAACCAACAAATGCGTTACAAAATATG  120 
             || |||||| ||| ||||||||||||||| ||||| |||||||||||| ||||||||||| 
Sbjct  61    TCCAATGATTCTAACAGATACCCTTTTGCGAATGAGCCAACAAATGCGCTACAAAATATG  120 
 
Query  121   AATTATAAGGATTATTTAAGAATGTCTGAAGGTTACGATAGTGAATATGCTGGTTCACCT  180 
              ||||||| |||||||||| ||||||||  ||  | | |||||||||  ||||||||||| 
Sbjct  121   GATTATAAAGATTATTTAAAAATGTCTGCGGGAAATGTTAGTGAATACCCTGGTTCACCT  180 
 
Query  181   GAAGCATTTACTA-GTGGGCAAGATGCGGTTAAAGCCGCGATTGGTGTGGTAGGTCAAAT  239 
             || | |||| ||| | | ||||||||| ||||| ||||| |||| | | |||||| |||| 
Sbjct  181   GAGGTATTT-CTAAGCGAGCAAGATGCAGTTAAGGCCGCAATTGATATAGTAGGT-AAAT  238 
 
Query  240   -ATTGGGGAAATT-AGGGGTTCCATTTGTTGGGCCGATTGTGAGCCTATATAGTGCA-CT  296 
              | |    |  || |||||||||||||||||||||||| ||||| || |||| | || || 
Sbjct  239   TACTAAC-AGGTTTAGGGGTTCCATTTGTTGGGCCGATAGTGAGTCTTTATACT-CAACT  296 
 
Query  297   TATTGATGTTTTGTGGCC---AGGTGGAAAGAGTCAATGGGAAATTTTTATGGAACAAGT  353 
             ||||||| || |||||||   |     ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  297   TATTGATATTCTGTGGCCTTCAAAACAAAAGAGTCAATGGGAAATTTTTATGGAACAAGT  356 
 
Query  354   AGAAGCACTCATTAATAAAAAAATAGCAGAATACGCAAGGAATAAGGCAATTGCAGAATT  413 
             ||||| |||||||||| |||||||||||||||| ||||||||||| ||  || | ||||| 
Sbjct  357   AGAAGAACTCATTAATCAAAAAATAGCAGAATATGCAAGGAATAAAGCGCTTTCGGAATT  416 
 
Query  414   AGAGGGGTTAGGGAATAACTACAAAATATATTTAACAGCACTTGAAGAATGGCA-GAAAA  472 
              || ||| |||||||||| ||| || ||||| |||| || |||||||| ||| | ||||| 
Sbjct  417   GGAAGGGCTAGGGAATAATTACCAATTATATCTAACTGCGCTTGAAGAGTGGAAAGAAAA  476 
 
Query  473   ATCCAAGTAGTACAAGAGTCTTACGCGATGTTCAGAA-TCGATTTGAAATTCTTGATAGT  531 
              ||||| | || |||||| |||||| ||||||| ||| |||||||||||| || |||||| 
Sbjct  477   -TCCAAATGGTTCAAGAGCCTTACGAGATGTTC-GAAATCGATTTGAAATCCTGGATAGT  534 
 
Query  532   TTATTTACGCAATATATGCCTTCTTTTCGGGT-AGCTGGTTATGAAGTACCATTACTTAC  590 
             |||||||||||||||||||| |||||||| || | |   || |||||||||||| ||||| 
Sbjct  535   TTATTTACGCAATATATGCCATCTTTTCGAGTGA-CAAATTTTGAAGTACCATTCCTTAC  593 
 
Query  591   AGTATATGCGCAA-G-CAGCTAACCTTCATTTACTGTTATTAAAGGATGCTTCAAATTTT  648 
             ||||||| |  || | |||| ||||| |||||||| ||||||| ||| || |||| |||| 
Sbjct  594   AGTATATAC--AATGGCAGCAAACCTACATTTACTTTTATTAAGGGACGCATCAATTTTT  651 
 
Query  649   GGAGAAGAATGGGGATTA---ACAGGAAGTGAAGTTAATACCTATTATGATCGTCAAATG  705 
             |||||||||||||||||    ||| | | | |  |||||| ||| ||| ||||||||||| 
Sbjct  652   GGAGAAGAATGGGGATTGTCTACAAGCACT-A--TTAATAACTACTATAATCGTCAAATG  708 
 
Query  706   AGT-TTAACTGCAGAGTATTCTGATCACAGTGTGAAA-TGGTAT-AACACTGGTTTAG-A  761 
             |   ||| ||||||| |||||||| ||| |||| ||| |||||| || |||||||||| | 
Sbjct  709   AAACTTA-CTGCAGAATATTCTGACCACTGTGT-AAAGTGGTATGAA-ACTGGTTTAGCA  765 
 
Query  762   TCAATTAAAAGGATCGAATGCTAGACAATGGGTTG-CATATAACCGTTTCCGTAGAGAGA  820 
               |||||||||| ||||  |||| ||||||| ||| | |||||||  ||||||||||| | 
Sbjct  766   A-AATTAAAAGGCTCGAGCGCTAAACAATGGATTGAC-TATAACCAATTCCGTAGAGAAA  823 

Figura 16. Resultado da análise de similaridade do fragmento do gene cry8 (1420 pb) por meio 
da ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank. 
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Outra combinação de iniciadores foi estabelecida com os oligos Gral-cry8 

(d) (BRAVO et al., 1998) e Cry8-C3 (r) para uma nova amplificação (Figura 17), a 

qual resultou na produção de um fragmento de aproximadamente 3302 pb (Figura 

18). O produto de amplificação aborda o gene cry8 de BT_I622 quase em sua 

totalidade e foi designado como “contig 3”. 

 

 

 

Query  821   TGACACTGACGGTGTTAGATGTTGTGGCATTATTTTCAAGCTATGATACGCGTACGTATC  880 
             ||||| ||||||||||||| ||||| ||||||||||||| |||||||||||||||||||| 
Sbjct  824   TGACATTGACGGTGTTAGACGTTGTTGCATTATTTTCAAACTATGATACGCGTACGTATC  883 
 
Query  881   CGA-TCGAAACGACAGCTCAACTTACAAGAGAAGTATATATGGATCCACTCGGTGCAGTA  939 
             | | | | ||| |||||||| |||||||| ||||||||||  |||||||| || || ||| 
Sbjct  884   C-ACTGGCAACAACAGCTCAGCTTACAAGGGAAGTATATACAGATCCACTTGGCGCGGTA  942 
 
Query  940   GATGTGTCTAATATTGGATCCTGGTATGACAAAGCGCCTTCTTTTTCGGCTATAGAAAGT  999 
             |||||| |||||||||| ||||||||||||||||| |||||||| || |  |||||||   
Sbjct  943   GATGTGCCTAATATTGGCTCCTGGTATGACAAAGCACCTTCTTTCTCAGAAATAGAAAAA  1002 
 
Query  1000  GCGGCTATTCGACCACCTCATTTGTTTGATTTTATAACGGGGCTTATAGTTTATACACAA  1059 
             ||||||||||| ||||||||| ||||||||| ||||||||| || | |||||||||| || 
Sbjct  1003  GCGGCTATTCGTCCACCTCATGTGTTTGATTATATAACGGGACTCACAGTTTATACAAAA  1062 
 
Query  1060  TTACGTAATCT-CACTTCTGATCGTTATAT-ACGTTTTTGGGCTGGTCATACAA-TAGGA  1116 
               |||||  || |||||||||||||||||| | | | ||||||||||||| ||| || |  
Sbjct  1063  AAACGTAG-CTTCACTTCTGATCGTTATATGA-GATATTGGGCTGGTCAT-CAAATAAGC  1119 
 
Query  1117  TATAAAAA-AGTCAATAC-ACCT-GAAACTAATGTACAGATGTATGGAACTAATCAAAAT  1173 
             |||||  | | ||  ||| |  | | | ||  |  ||||||||||||||| ||||||||| 
Sbjct  1120  TATAAGCATA-TCGGTACGAG-TAGTACCTT-TACACAGATGTATGGAACCAATCAAAAT  1176 
 
Query  1174  TTACAA-GATACTAGCACTTTTGATTTTAAGGGTTACAATATTTACAAGACTCTATCAAA  1232 
             |||||| | |||||||| ||||||||||| |  |||| |||||||||||||| ||||||| 
Sbjct  1177  TTACAAAG-TACTAGCAATTTTGATTTTACGAATTACGATATTTACAAGACTTTATCAAA  1235 
 
Query  1233  -GGATGCAGTACTCTTTGATATA-TCTCAATCTGGTTATACGTATACATTTTTTGGAATG  1290 
              || |||||||||| |||||||| | | |  ||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1236  TGG-TGCAGTACTCCTTGATATAGTTT-ACCCTGGTTATACGTATACATTTTTTGGAATG  1293 
 
Query  1291  CCGGAAGTCGAATTTTTTCTGGTAAACCAAGTGAATAATACTAGTAAG---TTAGTGTAT  1347 
             || |||  ||| |||||| ||||||| ||| |||||||||| || |||   |||  |||| 
Sbjct  1294  CCAGAAACCGAGTTTTTTATGGTAAATCAATTGAATAATACCAGAAAGACGTTAACGTAT  1353 
 
Query  1348  AAGCCGGTTTCCAAAGATATTATACAGAAAACAAGAGATTCAGAACTAGAATTGCCTCCA  1407 
             || || | |||||||||||||||| |    ||||||||||| ||| |||||||||||||| 
Sbjct  1354  AAACCAGCTTCCAAAGATATTATAGATCGGACAAGAGATTCGGAATTAGAATTGCCTCCA  1413 
 
Query  1408  GCAACATCAG  1417 
             | ||| |||| 
Sbjct  1414  GAAACTTCAG  1423 

Figura 16. Resultado da análise de similaridade (continuação). 
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O produto de PCR purificado foi clonado em vetor pGEM®-T Easy 

(Promega, Madison, WI, USA) e transformado em células de E. coli. 

Posteriormente, foi realizada a seleção dos clones portadores do fragmento de 

3302 pb, a qual evidenciou a presença do produto de amplificação em todos os 16 

clones analisados (Figura 19). 

 

2500 pb 

Figura 18. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificação obtido por PCR com a 
utilização dos iniciadores Gral-cry8 (d) (BRAVO et al., 1998) e Cry8-C3 (r). Canaleta 1: 
BT_I622; 2: B. thuringiensis var. tenebrionis; 3: B. thuringiensis var. israelensis; CN: 
controle negativo da reação. MM - marcador molecular “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” 
(Fermentas Life Sciences). 
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Figura 17. Esquema ilustrando a utilização dos iniciadores Gral-cry8 (d) (Bravo et al., 1998) e 
Cry8-C3 (r) na estratégia de “primer walking”. 
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Os produtos foram sequenciados, analisados pelos programas Phred, 

Phrap e Consed (EWING et al., 1998; EWING & GREEN, 1998; GORDON et al., 

1998) e alinhados pelo programa Kalign (LASSMANN & SONNHAMMER, 2005). A 

análise de similaridade realizada pela ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) 

apresentou 98% de identidade do fragmento de 3302 pb com o gene  cry8Ka2 

presente no plasmídeo da linhagem B. thuringiensis serovar kenyae (FJ770570.1), 

ou seja, das 1345 bases comparadas, 1321 mostraram similaridade com uma 

determinada região do gene cry8Ka2 (Figura 20). 

 

 

 

 

Figura 19. Análise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restrição 
enzimática (B). Canaletas 1-16: clones resultantes do processo de transformação com o 
fragmento gênico de 3302 pb. MM - marcador molecular “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” 
(Fermentas Life Sciences). 
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> gb|FJ770570.1|  Bacillus thuringiensis serovar kenyae plasmid Cry8Ka2 delta-
endotoxin gene, complete cds 
Length=3522 
 
Score = 2351 bits (1273),  Expect = 0.0 
Identities = 1321/1345 (98%), Gaps = 0/1345 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
 

Query  1958  TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA  2017 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1949  TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA  2008 
 
Query  2018  AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT  2077 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2009  AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT  2068 
 
Query  2078  ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG  2137 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2069  ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG  2128 
 
Query  2138  AAAAACGCTTGTTATTTGATGCAGTCAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC  2197 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2129  AAAAACGCTTGTTATTTGATGCAGTCAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC  2188 
 
Query  2198  TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG  2257 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2189  TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG  2248 
 
Query  2258  GAATTGAGGTTGTAGAAGGGGACGCTTTATTTAAAGGGCGTTATCTACGCCTACCGGGTG  2317 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 
Sbjct  2249  GAATTGAGGTTGTAGAAGGGGACGCTTTATTTAAAGGGCGTTATCTACGCCTACCAGGTG  2308 
 
Query  2318  CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG  2377 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2309  CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG  2368 
 
Query  2378  TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACTGCGAGGCTTTGTCGGAAGAAGTCAAGGGTTAG  2437 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2369  TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACTGCGAGGCTTTGTCGGAAGAAGTCAAGGGTTAG  2428 
 
Query  2438  AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC  2497 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2429  AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC  2488 
 
Query  2498  TGCCAGATGCATCTCCCGGAAATGCTGGTGATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT  2557 
             |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2489  TGCCAGATGCATCTCCTGGAAATGCTGGTGATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT  2548 
 
Query  2558  ATGTAAATAGTCGTTTAGAAGGAGAAAAAGGCTTACCAAATGGCAGTCGTTCTGCTGAAG  2617 
             |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2549  ATGTAAATAGTCGTCTAGAAGGAGAAAAAGGCTTACCAAATGGCAGTCGTTCTGCTGAAG  2608 
 
Query  2618  CGCATGAATTCTCTCTTCCTATTGATATAGGAGAAATCGATTACAATGAAAATGCAGGAG  2677 
             ||||||| |||||  | ||||| |||| ||| |||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct  2609  CGCATGAGTTCTCAATCCCTATCGATACAGGTGAAATCGATTACAATGAAAATGCAGGAA  2668 
 
Query  2678  TATGGGTTGGCTTTAAGATTACGGATCCAGAAGGATATGCAACACTTGGAAATCTTGAAT  2737 
             |||||||||| |||||||||||||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2669  TATGGGTTGGATTTAAGATTACGGACCCAGAGGGATATGCAACACTTGGAAATCTTGAAT  2728 
 
Query  2738  TGGTAGAAGAGGGTCCATTATTAGGAGACACATTAGAACGCGTGAAAAGGGAAGAACAAC  2797 
             |||| |||||||| || || | ||||||| ||||||||||| || |||| |||||||||| 
Sbjct  2729  TGGTCGAAGAGGGACCTTTGTCAGGAGACGCATTAGAACGCTTGCAAAGAGAAGAACAAC  2788 

Figura 20. Resultado da análise de similaridade do fragmento do gene cry8 (3302 pb) por meio 
da ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank. 
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A análise dos fragmentos gerados por PCR com as diferentes combinações 

de oligonucleotídeos (Gral-cry8 [d], Gral-cry3 [r] e Cry8-C3 [d]), resultou na 

formação de três “contigs”. No entanto, devido à capacidade de leitura das bases 

pelo sequenciador, observou-se a existência de lacunas (“gaps”) entre os “contigs” 

já sequenciados, sendo necessária a elaboração de novos iniciadores específicos 

para posterior obtenção da ORF completa do gene cry8 do isolado BT_I622.  

Dessa forma, o fechamento do “gap” existente entre os “contigs 1 e 2” foi 

obtido por meio da utilização do par de oligonucleotídeos Cry8-C4 (d) / Cry8-C4 

(r), dando origem ao “contig 4” (Figura 21).  

 

 

 

Query  2798  AATGGAAGATTCAAATGACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATATGATAGCCA  2857 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2789  AATGGAAGATTCAAATGACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATATGATAGCCA  2848 
 
Query  2858  AACAGGCGGTAGACCGTTTATATGCTGATTATCAAGATCAGCAATTAAATCCAAATGTAG  2917 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2849  AACAGGCGGTAGACCGTTTATATGCTGATTATCAAGATCAGCAATTAAATCCAAATGTAG  2908 
 
Query  2918  AGATTACAGATATTACTGCGGCTCAAAACGTGATACAGTCCATTCCTTATGTATATAATG  2977 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2909  AGATTACAGATATTACTGCGGCTCAAAACGTGATACAGTCCATTCCTTATGTATATAATG  2968 
 
Query  2978  ATGCGTTCCCAGGGTTACCAGGAATGAACTATACGAAGTTTACAGAGCTAACAGATCGAC  3037 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2969  ATGCGTTCCCAGGGTTACCAGGAATGAACTATACGAAGTTTACAGAGCTAACAGATCGAC  3028 
 
Query  3038  TCCAACAAGCATGGAGTTTGTATGATCAACGAAATGCCATACCAAATGGAGATTTCCGAA  3097 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3029  TCCAACAAGCATGGAGTTTGTATGATCAACGAAATGCCATACCAAATGGAGATTTCCGAA  3088 
 
Query  3098  ATGAATTAAGTAATTGGAACACAACAGCTGGTGTCAATGTACAACAACTCAATGGTACAT  3157 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3089  ATGAATTAAGTAATTGGAACACAACAGCTGGTGTCAATGTACAACAACTCAATGGTACAT  3148 
 
Query  3158  CTGTCCTTGTGATTCCAAATTGGGATGCACAAGTTTCTCAACAGTTTACAGTCCAACCGA  3217 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3149  CTGTCCTTGTGATTCCAAATTGGGATGCACAAGTTTCTCAACAGTTTACAGTCCAACCGA  3208 
 
Query  3218  ACCAAAGATATGTGCTACGAGTTACCGCAAGAAAAGAAGGTGTAGGAAATGGATATGTAA  3277 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3209  ACCAAAGATATGTGCTACGAGTTACCGCAAGAAAAGAAGGTGTAGGAAATGGATATGTAA  3268 
 
Query  3278  GTATCCGTGATGGTGGAAATCAAAC  3302 
             |||||||||||||||| |||||||| 
Sbjct  3269  GTATCCGTGATGGTGGCAATCAAAC  3293 

Figura 20. Resultado da análise de similaridade (cont.). 
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Paralelamente, foram utilizados os iniciadores Cry8-C5 (d) / Cry8-C5 (r) na 

tentativa de preencher o “gap” entre os “contigs 2 e 3”. Os resultados obtidos 

indicaram a formação de dois “contigs” (5.1 e 5.2) (Figura 22), os quais 

possibilitaram o fechamento parcial do “gap” citado acima.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um terceiro par de oligonucleotídeos foi introduzido na análise (Cry8-C6 [d] 

/ Cry8-C6 [r]), sendo este responsável pela obtenção da porção final do gene cry8 

de BT_I622. A sequência amplificada é portadora do códon de terminação da 

tradução gênica (“stop códon”), representado pela sequência TAA, e foi nomeada 

“contig 6” (Figura 23). 
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Figura 21. Esquema ilustrando a utilização dos iniciadores Cry8-C4 (d) e Cry8-C4 (r) na 
estratégia de “primer walking”. 
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Cry8-C4 (d) Cry8-C4 (r) 

Contig 1 3’ 5’ Contig 3 Contig 2 Contig 4 

Figura 22. Esquema ilustrando a utilização dos iniciadores Cry8-C5 (d) e Cry8-C5 (r) na 
estratégia de “primer walking”. 
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As reações de amplificação com os distintos pares de oligonucleotídeos 

(Cry8-C4 [d / r], Cry8-C5 [d / r] e Cry8-C6 [d / r]) resultaram em produtos em torno 

de 628, 1580 e 508 pb, respectivamente (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os clones obtidos no processo de transformação com os produtos de 

amplificação (628, 1580 e 508 pb) foram analisados por PCR e restrição 

enzimática, confirmando a presença do inserto de interesse em todos eles 

(Figuras 25, 26 e 27). 

Figura 24. Eletroforograma evidenciando os produtos de amplificação obtidos a partir do isolado 
BT_I622 com diferentes oligonucleotídeos iniciadores. Canaleta 1: Cry8-C4 (d / r); 2: 
Cry8-C5 (d / r); 3: Cry8-C6 (d / r); CN: controle negativo da reação. MM - marcador 
molecular “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” (Fermentas Life Sciences). 
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Figura 23. Esquema ilustrando a utilização dos iniciadores Cry8-C6 (d) e Cry8-C6 (r) na 
estratégia de “primer walking”. 
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Figura 25. Análise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restrição 
enzimática (B). Canaleta 1-10: clones resultantes do processo de transformação com o 
fragmento gênico de 628 pb. MM - marcador molecular “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” 
(Fermentas Life Sciences). 
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B Figura 26. Análise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restrição 
enzimática (B). Canaletas 1-6: clones resultantes do processo de transformação com o 
fragmento gênico de 1580 pb. MM - marcador molecular “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” 
(Fermenta Life Sciences). 
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Os produtos gerados com os três pares de iniciadores específicos foram 

sequenciados e analisados pelos programas Phred, Phrap e Consed (EWING et 

al., 1998; EWING & GREEN, 1998; GORDON et al., 1998). De acordo com a 

análise realizada pela ferramenta BLAST (NCBI), o fragmento de 628 pb 

amplificado com os oligonucleotídeos Cry8-C4 ( d / r ) apresentou uma identidade 

de 86% com o gene cry8Ja1 de B. thuringiensis FPT-2 (EU625348.1) (Figura 28). 

 

 

 

 

 

Figura 27. Análise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restrição 
enzimática (B). Canaleta 1-10: clones resultantes do processo de transformação com o 
fragmento gênico de 508 pb. MM - marcador molecular “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” 
(Fermentas Life Sciences). 
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As análises de alinhamento feitas com os fragmentos de 1580 e 508 pb, 

resultantes da amplificação com os iniciadores Cry8-C5 (d / r) e Cry8-C6 (d / r), 

indicaram similaridade de 98 e 99%, respectivamente, com o gene cry8Ka2 

presente no plasmídeo da linhagem B. thuringiensis serovar kenyae (FJ770570.1) 

(Figuras 29 e 30). 

> gb|EU625348.1|  Bacillus thuringiensis strain FPT-2 delta-endotoxin gene, complete 
cds 
Length=3489 
 
Score =  597 bits (323),  Expect = 3e-170 
Identities = 488/566 (86%), Gaps = 18/566 (3%) 
Strand=Plus/Plus 
 

Query  1    GCAGAATACGCAAGGAATAAGGCAATTGCAGAATTAGAGGGGTTAGGGAATAACTA-CAA  59 
            |||||||||||||||  ||||||| ||||||||||||| |||||||| |||||||| | | 
Sbjct  379  GCAGAATACGCAAGGGCTAAGGCACTTGCAGAATTAGAAGGGTTAGGAAATAACTATC-A  437 
 
Query  60   AATATATTTAACAGCACTTGAAGAATGGCAGAAAAATCCAAGTAGTACAAGAGTCTTACG  119 
            | ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct  438  ATTATATTTAACAGCACTTGAAGAATGGCAGGAAAATCCAAGCAGTACAAGAGTCTTACG  497 
 
Query  120  CGATGTTCAGAATCGATTTGAAATTCTTGATAGTTTATTTACGCAATATATGCCTTCTTT  179 
             ||||||| ||||||||||||||| |||||||| |||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct  498  TGATGTTCGGAATCGATTTGAAATCCTTGATAGCTTATTTACACAATATATGCCTTCTTT  557 
 
Query  180  TCGGGTAGCTGGTTATGAAGTACCATTACTTACAGTATATGCGCAAGCAGCTAACCTTCA  239 
            ||||||| | ||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  558  TCGGGTAACAGGTTATGAAGTACCATTACTTTCAGTATATGCGCAAGCAGCTAACCTTCA  617 
 
Query  240  TTTACTGTTATTAAAGGATGCTTCAAATTTTGGAGAAGAATGGGGATTAAC-AGGAAGTG  298 
            |||| ||||||||||||| ||||| | |||||||||||||||||| ||  | |  ||  | 
Sbjct  618  TTTATTGTTATTAAAGGACGCTTCTATTTTTGGAGAAGAATGGGGGTTCTCTAC-AACCG  676 
 
Query  299  A-AGTTAATACCTATTATGATCGTCAAATGAGT-TTAACT-GCAGAGTATTCTGATCACA  355 
              | |||||| ||||||| |||||||||||||| ||| |  ||| | |||||||||||   
Sbjct  677  CTA-TTAATAACTATTATAATCGTCAAATGAGTCTTATCGCGCA-A-TATTCTGATCATT  733 
 
Query  356  GTGTGA-AATGGTATA-ACACTGGTTTAGATCAATTAAAAGGATCGAATGCTAGACAATG  413 
            |||| | ||||||||| | ||||| ||||||| |||||||||||||||||||| |||||| 
Sbjct  734  GTGT-ACAATGGTATAGA-ACTGGGTTAGATCGATTAAAAGGATCGAATGCTAAACAATG  791 
 
Query  414  GGTTGCATATAACCGTTTCCGTAGAGAGATGACACTGA-CGGTGTTAGATGTTGTGGCAT  472 
            ||||| ||||||||| ||||| ||||| |||||| | | ||||||||||| || || ||| 
Sbjct  792  GGTTGAATATAACCGCTTCCGAAGAGAAATGACATT-ATCGGTGTTAGATATTATGACAT  850 
 
Query  473  TATTTTCAA-GCTATGATACGCGTACGTATCCGATCGAAACGACAGCTCAACTTACAAGA  531 
            ||||| ||| | ||||| | ||| ||||| || || ||||| | ||| ||||| |||||  
Sbjct  851  TATTTCCAATG-TATGACATGCGCACGTACCCAATGGAAACAAAAGCACAACTAACAAGG  909 
 
Query  532  GAAGTATATATGGATCCACTCGGTGC  557 
            ||||||||||  |||||| | ||||| 
Sbjct  910  GAAGTATATACAGATCCAATTGGTGC  935 

Figura 28. Resultado da análise de similaridade do fragmento do gene cry8 (628 pb) por meio da 
ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank. 
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> gb|FJ770570.1|  Bacillus thuringiensis serovar kenyae plasmid Cry8Ka2 delta-
endotoxin gene, complete cds 
Length=3522 
 
Score = 1587 bits (859),  Expect = 0.0 
Identities = 905/928 (98%), Gaps = 0/928 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
 

Query  653   TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA  712 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1949  TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA  2008 
 
Query  713   AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT  772 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2009  AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT  2068 
 
Query  773   ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG  832 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2069  ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG  2128 
 
Query  833   AAAAACGCTTGTTATTTGATGCAGTCAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC  892 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2129  AAAAACGCTTGTTATTTGATGCAGTCAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC  2188 
 
Query  893   TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG  952 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2189  TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG  2248 
 
Query  953   GAATTGAGGTTGTAGAAGGGGACGCTTTATTTAAAGGGCGTTATCTACGCCTACCGGGTG  1012 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 
Sbjct  2249  GAATTGAGGTTGTAGAAGGGGACGCTTTATTTAAAGGGCGTTATCTACGCCTACCAGGTG  2308 
 
Query  1013  CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG  1072 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2309  CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG  2368 
 
Query  1073  TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACTGCGAGGCTTTGTCGGAAGAAGTCAAGGGTTAG  1132 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2369  TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACTGCGAGGCTTTGTCGGAAGAAGTCAAGGGTTAG  2428 
 
Query  1133  AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC  1192 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2429  AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC  2488 
 
Query  1193  TGCCAGATGCATCTCCCGGAAATGCTGGTGATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT  1252 
             |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2489  TGCCAGATGCATCTCCTGGAAATGCTGGTGATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT  2548 
 
Query  1253  ATGTAAATAGTCGTTTAGAAGGAGAAAAAGGCTTACCAAATGGCAGTCGTTCTGCTGAAG  1312 
             |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2549  ATGTAAATAGTCGTCTAGAAGGAGAAAAAGGCTTACCAAATGGCAGTCGTTCTGCTGAAG  2608 
 
Query  1313  CGCATGAATTCTCTCTTCCTATTGATATAGGAGAAATCGATTACAATGAAAATGCAGGAG  1372 
             ||||||| |||||  | ||||| |||| ||| |||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct  2609  CGCATGAGTTCTCAATCCCTATCGATACAGGTGAAATCGATTACAATGAAAATGCAGGAA  2668 
 
Query  1373  TATGGGTTGGCTTTAAGATTACGGATCCAGAAGGATATGCAACACTTGGAAATCTTGAAT  1432 
             |||||||||| |||||||||||||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2669  TATGGGTTGGATTTAAGATTACGGACCCAGAGGGATATGCAACACTTGGAAATCTTGAAT  2728 

 

Figura 29. Resultado da análise de similaridade do fragmento do gene cry8 (1580 pb) por meio da 
ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank. 
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> gb|FJ770570.1|  Bacillus thuringiensis serovar kenyae plasmid Cry8Ka2 delta-
endotoxin gene, complete cds 
Length=3522 
 
Score =  928 bits (502),  Expect = 0.0 
Identities = 506/508 (99%), Gaps = 0/508 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
 

Query  1     GCTAACAGATCGACTCCAACAAGCATGGAGTTTGTATGATCAACGAAATGCCATACCAAA  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3015  GCTAACAGATCGACTCCAACAAGCATGGAGTTTGTATGATCAACGAAATGCCATACCAAA  3074 
 
Query  61    TGGAGATTTCCGAAATGAATTAAGTAATTGGAACACAACAGCTGGTGTCAATGTACAACA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3075  TGGAGATTTCCGAAATGAATTAAGTAATTGGAACACAACAGCTGGTGTCAATGTACAACA  3134 
 
Query  121   ACTCAATGGTACATCTGTCCTTGTGATTCCAAATTGGGATGCACAAGTTTCTCAACAGTT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3135  ACTCAATGGTACATCTGTCCTTGTGATTCCAAATTGGGATGCACAAGTTTCTCAACAGTT  3194 
 
Query  181   TACAGTCCAACCGAACCAAAGATATGTGCTACGAGTTACCGCAAGAAAAGAAGGTGTAGG  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3195  TACAGTCCAACCGAACCAAAGATATGTGCTACGAGTTACCGCAAGAAAAGAAGGTGTAGG  3254 
 
Query  241   AAATGGATATGTAAGTATCCGTGATGGTGGAAATCAAACAGAAACGCTTACGTTTAGTGC  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3255  AAATGGATATGTAAGTATCCGTGATGGTGGCAATCAAACAGAAACGCTTACGTTTAGTGC  3314 
 
Query  301   AAGTGATTATGATACAAATGGTGTGTATAATATACAAGCGTCGAATACAAACGGATATAA  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3315  AAGTGATTATGATACAAATGGTGTGTATAATATACAAGCGTCGAATACAAACGGATATAA  3374 
 
Query  361   CACAAATGGTGTGTACAATGATCAAACCGGCTATATCACAAAAACAGCGGAATTCATTCC  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3375  CACAAATGGTGTGTACAATGATCAAACCGGCTATATCACAAAAACAGCGGAATTCATTCC  3434 
 
Query  421   ACATACAAATCAAGTGTGGATTGAGATGAGTGAGACCGAAGGTACGTTCTATATCGAAAG  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3435  ACATACAAATCAAGTGTGGATTGAGATGAGTGAGACCGAAGGTACGTTCTATATCGAAAG  3494 
 
Query  481   TGTAGAATTGATTGTAGACGTAGAGTAA  508 
             ||||||||||||||| |||||||||||| 
Sbjct  3495  TGTAGAATTGATTGTTGACGTAGAGTAA  3522 

 

Figura 30. Resultado da análise de similaridade do fragmento do gene cry8 (508 pb) por meio da 
ferramenta Blastn utilizando o banco de dados GenBank. 

Query  1433  TGGTAGAAGAGGGTCCATTATTAGGAGACACATTAGAACGCGTGAAAAGGGAAGAACAAC  1492 
             |||| |||||||| || || | ||||||| ||||||||||| || |||| |||||||||| 
Sbjct  2729  TGGTCGAAGAGGGACCTTTGTCAGGAGACGCATTAGAACGCTTGCAAAGAGAAGAACAAC  2788 
 
Query  1493  AATGGAAGATTCAAATGACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATATGATAGCCA  1552 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2789  AATGGAAGATTCAAATGACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATATGATAGCCA  2848 
 
Query  1553  AACAGGCGGTAGACCGTTTATATGCTGA  1580 
             |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2849  AACAGGCGGTAGACCGTTTATATGCTGA  2876 

Figura 29. Resultado da análise de similaridade (cont.). 
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A elaboração de iniciadores internos, tendo como meta o fechamento das 

lacunas existentes entre os “contigs” foi satisfatória, visto que grande parte do 

gene teve sua sequência elucidada. Porém, a obtenção da sequência completa do 

gene cry8 de BT_I622 só foi possível devido à elaboração de outro par de 

oligonucleotídeos (Cry8-C7 [d e r]) visando fechar o “gap” localizado entre os 

“contigs 5.1 e 5.2” (Figura 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultante do processo de amplificação com os iniciadores supracitados, 

obteve-se um fragmento de aproximadamente 510 pb (“contig 7”), o qual foi 

decisivo para a finalização da sequência do gene cry8 de BT_I622 (Figura 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

5’  AATG TTAA  3’ BT_I622_cry8_3531 pb 

Figura 31. Esquema ilustrando a utilização dos iniciadores Cry8-C7 (d) e Cry8-C7 (r) e a 
obtenção da sequência completa do novo gene cry8 pela estratégia de “primer 
walking”. Em destaque: os códons de iniciação (ATG) em azul e finalização do gene 
(TAA) em vermelho. 
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O fragmento de ~ 510 pb foi armazenado no vetor de clonagem pGEM®-T 

Easy (Promega, Madison, WI, USA), transformado em E. coli, sendo que após a 

confirmação dos clones recombinantes (Figura 33), realizou-se o sequenciamento 

deste material. Os dados foram submetidos à análise de alinhamento pelo 

algoritmo BLASTn, resultando em um fragmento 100% idêntico a sequência 

presente no gene cry8Ka2 de B. thuringiensis serovar kenyae (FJ770570.1) 

(Figura 34). 
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MM   1    CN 

Figura 32. Eletroforograma evidenciando o produto de amplificação obtido por PCR com a 
utilização dos oligonucleotídeos Cry8-C7 (d) e Cry8-C7 (r). Canaleta 1: BT_I622;  CN: 
controle negativo da reação. MM - marcador molecular “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” 
(Fermentas Life Sciences). 
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> gb|FJ770570.1|  Bacillus thuringiensis serovar kenyae plasmid Cry8Ka2 delta-
endotoxin gene, complete cds 
Length=3522 
 
Score =  590 bits (319),  Expect = 3e-168 
Identities = 319/319 (100%), Gaps = 0/319 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
 

Query  192   TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA  251
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1949  TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA  2008 
 
Query  252   AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT  311
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2009  AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT  2068 
 
Query  312   ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG  371
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2069  ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG  2128 
 
Query  372   AAAAACGCTTGTTATTTGATGCAGTCAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC  431
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2129  AAAAACGCTTGTTATTTGATGCAGTCAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC  2188 
 
Query  432   TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG  491
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2189  TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG  2248 
 
Query  492   GAATTGAGGTTGTAGAAGG  510 
             ||||||||||||||||||| 
Sbjct  2249  GAATTGAGGTTGTAGAAGG  2267 

Figura 34. Resultado da análise de similaridade do fragmento do gene cry8 (510 pb) por meio da 
ferramenta Blastn. 

B Figura 33. Análise dos clones recombinantes pelas técnicas de PCR (A) e pela restrição 
enzimática (B). Canaleta 1-12: clones resultantes do processo de transformação com o 
fragmento gênico de 510 pb. MM - marcador molecular “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” 
(Fermentas Life Sciences). 
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Finalizada a estratégia de “primer walking”, as sequências foram novamente 

analisadas pelos programas Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998; EWING & 

GREEN, 1998; GORDON et al., 1998) resultando na obtenção de um “contig” 

único (sequência consenso) totalizando 3531 pb (Figuras 35 e 36).  
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Figura 35. Eletroforograma evidenciando a amplificação do novo gene cry8 por PCR com a 
utilização dos oligonucleotídeos Gral-cry8 (d) e Cry8-C7 (r). Canaleta 1: BT_I622;  CN: 
controle negativo da reação. MM - marcador molecular “GeneRulerTM 1kb DNA ladder” 
(Fermentas Life Sciences). 
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  atgagtccaa ataatctaaa tgaatatgaa attatagatg cgacaccttc tacatctgta         60 
  tctaatgata ctaccagata cccttttgca aatgaaccaa caaatgcgtt acaaaatatg        120 
  aattataagg attatttaag aatgtctgaa ggttacgata gtgaatatgc tggttcacct        180 
  gaagcattta ctagtgggca agatgcggtt aaagccgcga ttggtgtggt aggtcaaata        240 
  ttggggaaat taggggttcc atttgttggg ccgattgtga gcctatatag tgcacttatt        300 
  gatgttttgt ggccaggtgg aaagagtcaa tgggaaattt ttatggaaca agtagaagca        360 
  ctcattaata aaaaaatagc agaatacgca aggaataagg caattgcaga attagagggg        420 
  ttagggaata actacaaaat atatttaaca gcacttgaag aatggcagaa aaatccaagt        480 
  agtacaagag tcttacgcga tgttcagaat cgatttgaaa ttcttgatag tttatttacg        540 
  caatatatgc cttcttttcg ggtagctggt tatgaagtac cattacttac agtatatgcg        600 
  caagcagcta accttcattt actgttatta aaggatgctt caaattttgg agaagaatgg        660 
  ggattaacag gaagtgaagt taatacctat tatgatcgtc aaatgagttt aactgcagag        720 
  tattctgatc acagtgtgaa atggtataac actggtttag atcaattaaa aggatcgaat        780 
  gctagacaat gggttgcata taaccgtttc cgtagagaga tgacactgac ggtgttagat        840 
  gttgtggcat tattttcaag ctatgatacg cgtacgtatc cgatcgaaac gacagctcaa        900 
  cttacaagag aagtatatat ggatccactc ggtgcagtag atgtgtctaa tattggatcc        960 
  tggtatgaca aagcgccttc tttttcggct atagaaagtg cggctattcg accacctcat       1020 
  ttgtttgatt ttataacggg gcttatagtt tatacacaat tacgtaatct cacttctgat       1080 
  cgttatatac gtttttgggc tggtcataca ataggatata aaaaagtcaa tacacctgaa       1140 
  actaatgtac agatgtatgg aactaatcaa aatttacaag atactagcac ttttgatttt       1200 
  aagggttaca atatttacaa gactctatca aaggatgcag tactctttga tatatctcaa       1260 
  tctggttata cgtatacatt ttttggaatg ccggaagtcg aattttttct ggtaaaccaa       1320 
  gtgaataata ctagtaagtt agtgtataag ccggtttcca aagatattat acagaaaaca       1380 
  agagattcag aactagaatt gcctccagca acatcagatc caataatttc taacgcatac       1440 
  agccatagat taaatcatat tacatttatt tactccagtt caaccaatac gtatgtacct       1500 
  gtattttctt gggcacattg gagtgcagat cttgagaata caatttatcc agaaaaaatt       1560 
  acacaaatcc cagctgtaaa agctaattat accggtcctt ctacaacagt aataaattct       1620 
  agaggattat atggagggaa tatagtacac acatctaatg ctaatgcgac tgaagcaatc       1680 
  ttaggaatta attgtagatt taattttaca tcgaatcaga aatacattgt tagaattaga       1740 
  tatgctgctg acagatctgg tacgcttaaa ttatctgctg ggacctctag caggactata       1800 
  gattttaatg caacgatgac tcctggtact agtcttgaat ataattcctt taaatatgcg       1860 
  atgtcaaaca cgttctttga agttagtaca aatcaaatat taaaccttct tatttttgtg       1920 
  acggagaatt ttccgggtaa cttatacatt gataaattcg aattcatccc agtagatgag       1980 
  acctatgaag cggaacaaga tcttgaaaat gcaaagaaag cagtgaatgc tttgtttacg       2040 
  aatacaaaag atggattacg accaggcgta acggattatg aagtaaatca agcggcaaac       2100 
  ttagtcgaat gcctatcaga tgatttgtat ccaaatgaaa aacgcttgtt atttgatgca       2160 
  gtcagagagg caaaacgact tagcgaggca cggaacctgc ttcaagatcc agatttccaa       2220 
  gagataaatg gagaaaatgg atggactgca agtacaggaa ttgaggttgt agaaggggac       2280 
  gctttattta aagggcgtta tctacgccta ccgggtgcac gacaaattga tacggaaacg       2340 
  tatccaacgt atttgtatca aaaaattgac gaaggtgtat taaagccata cacaagatat       2400 
  agactgcgag gctttgtcgg aagaagtcaa gggttagaaa tttatacgat tcgtcaccaa       2460 
  acgaatcgga ttgtaaaaaa tgtaccggat aatttactgc cagatgcatc tcccggaaat       2520 
  gctggtgatg gaatcaatcg atgcagcgaa caaaagtatg taaatagtcg tttagaagga       2580 
  gaaaaaggct taccaaatgg cagtcgttct gctgaagcgc atgaattctc tcttcctatt       2640 
  gatataggag aaatcgatta caatgaaaat gcaggagtat gggttggctt taagattacg       2700 
  gatccagaag gatatgcaac acttggaaat cttgaattgg tagaagaggg tccattatta       2760 
  ggagacacat tagaacgcgt gaaaagggaa gaacaacaat ggaagattca aatgacaaaa       2820 
  agacgagaag aaacagatag aaaatatatg atagccaaac aggcggtaga ccgtttatat       2880 
  gctgattatc aagatcagca attaaatcca aatgtagaga ttacagatat tactgcggct       2940 
  caaaacgtga tacagtccat tccttatgta tataatgatg cgttcccagg gttaccagga       3000 
  atgaactata cgaagtttac agagctaaca gatcgactcc aacaagcatg gagtttgtat       3060 
  gatcaacgaa atgccatacc aaatggagat ttccgaaatg aattaagtaa ttggaacaca       3120 
  acagctggtg tcaatgtaca acaactcaat ggtacatctg tccttgtgat tccaaattgg       3180 
  gatgcacaag tttctcaaca gtttacagtc caaccgaacc aaagatatgt gctacgagtt       3240 
  accgcaagaa aagaaggtgt aggaaatgga tatgtaagta tccgtgatgg tggaaatcaa       3300 
  acagaaacgc ttacgtttag tgcaagtgat tatgatacaa atggtgtgta taatatacaa       3360 
  gcgtcgaata caaacggata taacacaaat ggtgtgtaca atgatcaaac cggctatatc       3420 
  acaaaaacag cggaattcat tccacataca aatcaagtgt ggattgagat gagtgagacc       3480 
  gaaggtacgt tctatatcga aagtgtagaa ttgattgtag acgtagagta a                3531 
  // 

Figura 36. Sequência de nucleotídeos do novo gene cry8 proveniente do isolado BT_I622. 
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A análise de alinhamento de nucleotídeos (BLASTn) demonstrou uma 

identidade de 98% da sequência de nucleotídeos do gene cry8 (BT_I622) em 

relação gene cry8Ka2 de B. thuringiensis serovar kenyae (FJ770570.1). Das 1574 

bases consideradas na avaliação, 1549 foram similares aquelas contidas no gene 

cry8Ka2, segundo resultados gerados pelo algoritmo BLASTn. Por meio do 

alinhamento, foi possível detectar 25 substituições de nucleotídeos (Figura 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

> gb|FJ770570.1|  Bacillus thuringiensis serovar kenyae plasmid Cry8Ka2 delta-
endotoxin gene, complete cds 
Length=3522 
 
Score = 2769 bits (1499),  Expect = 0.0 
Identities = 1549/1574 (98%), Gaps = 0/1574 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
 

Query  1958  TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA  2017 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1949  TCGAATTCATCCCAGTAGATGAGACCTATGAAGCGGAACAAGATCTTGAAAATGCAAAGA  2008 
 
Query  2018  AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT  2077 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2009  AAGCAGTGAATGCTTTGTTTACGAATACAAAAGATGGATTACGACCAGGCGTAACGGATT  2068 
 
Query  2078  ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG  2137 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2069  ATGAAGTAAATCAAGCGGCAAACTTAGTCGAATGCCTATCAGATGATTTGTATCCAAATG  2128 
 
Query  2138  AAAAACGCTTGTTATTTGATGCAGTCAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC  2197 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2129  AAAAACGCTTGTTATTTGATGCAGTCAGAGAGGCAAAACGACTTAGCGAGGCACGGAACC  2188 
 
Query  2198  TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG  2257 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2189  TGCTTCAAGATCCAGATTTCCAAGAGATAAATGGAGAAAATGGATGGACTGCAAGTACAG  2248 
 
Query  2258  GAATTGAGGTTGTAGAAGGGGACGCTTTATTTAAAGGGCGTTATCTACGCCTACCGGGTG  2317 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2249  GAATTGAGGTTGTAGAAGGGGACGCTTTATTTAAAGGGCGTTATCTACGCCTACCAGGTG  2308 
 
Query  2318  CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG  2377 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2309  CACGACAAATTGATACGGAAACGTATCCAACGTATTTGTATCAAAAAATTGACGAAGGTG  2368 
 
Query  2378  TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACTGCGAGGCTTTGTCGGAAGAAGTCAAGGGTTAG  2437 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2369  TATTAAAGCCATACACAAGATATAGACTGCGAGGCTTTGTCGGAAGAAGTCAAGGGTTAG  2428 
 
Query  2438  AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC  2497 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2429  AAATTTATACGATTCGTCACCAAACGAATCGGATTGTAAAAAATGTACCGGATAATTTAC  2488 
 
Query  2498  TGCCAGATGCATCTCCCGGAAATGCTGGTGATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT  2557 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 Sbjct  2489  TGCCAGATGCATCTCCTGGAAATGCTGGTGATGGAATCAATCGATGCAGCGAACAAAAGT  2548 

Figura 37. Resultado da análise de similaridade da sequência completa do gene cry8 (BT_I622) 
por meio da ferramenta Blastn. Em amarelo estão destacadas as substituições de 
nucleotídeos. 
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Query  2558  ATGTAAATAGTCGTTTAGAAGGAGAAAAAGGCTTACCAAATGGCAGTCGTTCTGCTGAAG  2617 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2549  ATGTAAATAGTCGTCTAGAAGGAGAAAAAGGCTTACCAAATGGCAGTCGTTCTGCTGAAG  2608 
 
Query  2618  CGCATGAATTCTCTCTTCCTATTGATATAGGAGAAATCGATTACAATGAAAATGCAGGAG  2677 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2609  CGCATGAGTTCTCAATCCCTATCGATACAGGTGAAATCGATTACAATGAAAATGCAGGAA  2668 
 
Query  2678  TATGGGTTGGCTTTAAGATTACGGATCCAGAAGGATATGCAACACTTGGAAATCTTGAAT  2737 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2669  TATGGGTTGGATTTAAGATTACGGACCCAGAGGGATATGCAACACTTGGAAATCTTGAAT  2728 
 
Query  2738  TGGTAGAAGAGGGTCCATTATTAGGAGACACATTAGAACGCGTGAAAAGGGAAGAACAAC  2797 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2729  TGGTCGAAGAGGGACCTTTGTCAGGAGACGCATTAGAACGCTTGCAAAGAGAAGAACAAC  2788 
 
Query  2798  AATGGAAGATTCAAATGACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATATGATAGCCA  2857 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2789  AATGGAAGATTCAAATGACAAAAAGACGAGAAGAAACAGATAGAAAATATATGATAGCCA  2848 
 
Query  2858  AACAGGCGGTAGACCGTTTATATGCTGATTATCAAGATCAGCAATTAAATCCAAATGTAG  2917 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2849  AACAGGCGGTAGACCGTTTATATGCTGATTATCAAGATCAGCAATTAAATCCAAATGTAG  2908 
 
Query  2918  AGATTACAGATATTACTGCGGCTCAAAACGTGATACAGTCCATTCCTTATGTATATAATG  2977 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2909  AGATTACAGATATTACTGCGGCTCAAAACGTGATACAGTCCATTCCTTATGTATATAATG  2968 
 
Query  2978  ATGCGTTCCCAGGGTTACCAGGAATGAACTATACGAAGTTTACAGAGCTAACAGATCGAC  3037 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2969  ATGCGTTCCCAGGGTTACCAGGAATGAACTATACGAAGTTTACAGAGCTAACAGATCGAC  3028 
 
Query  3038  TCCAACAAGCATGGAGTTTGTATGATCAACGAAATGCCATACCAAATGGAGATTTCCGAA  3097 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3029  TCCAACAAGCATGGAGTTTGTATGATCAACGAAATGCCATACCAAATGGAGATTTCCGAA  3088 
 
Query  3098  ATGAATTAAGTAATTGGAACACAACAGCTGGTGTCAATGTACAACAACTCAATGGTACAT  3157 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3089  ATGAATTAAGTAATTGGAACACAACAGCTGGTGTCAATGTACAACAACTCAATGGTACAT  3148 
 
Query  3158  CTGTCCTTGTGATTCCAAATTGGGATGCACAAGTTTCTCAACAGTTTACAGTCCAACCGA  3217 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3149  CTGTCCTTGTGATTCCAAATTGGGATGCACAAGTTTCTCAACAGTTTACAGTCCAACCGA  3208 
 
Query  3218  ACCAAAGATATGTGCTACGAGTTACCGCAAGAAAAGAAGGTGTAGGAAATGGATATGTAA  3277 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3209  ACCAAAGATATGTGCTACGAGTTACCGCAAGAAAAGAAGGTGTAGGAAATGGATATGTAA  3268 
 
Query  3278  GTATCCGTGATGGTGGAAATCAAACAGAAACGCTTACGTTTAGTGCAAGTGATTATGATA  3337 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3269  GTATCCGTGATGGTGGCAATCAAACAGAAACGCTTACGTTTAGTGCAAGTGATTATGATA  3328 
 
Query  3338  CAAATGGTGTGTATAATATACAAGCGTCGAATACAAACGGATATAACACAAATGGTGTGT  3397 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3329  CAAATGGTGTGTATAATATACAAGCGTCGAATACAAACGGATATAACACAAATGGTGTGT  3388 
 
Query  3398  ACAATGATCAAACCGGCTATATCACAAAAACAGCGGAATTCATTCCACATACAAATCAAG  3457 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3389  ACAATGATCAAACCGGCTATATCACAAAAACAGCGGAATTCATTCCACATACAAATCAAG  3448 
 
Query  3458  TGTGGATTGAGATGAGTGAGACCGAAGGTACGTTCTATATCGAAAGTGTAGAATTGATTG  3517 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3449  TGTGGATTGAGATGAGTGAGACCGAAGGTACGTTCTATATCGAAAGTGTAGAATTGATTG  3508 
 
Query  3518  TAGACGTAGAGTAA  3531 
             |||||||||||||| 
Sbjct  3509  TTGACGTAGAGTAA  3522 

Figura 37. Resultado da análise de similaridade da sequência completa do gene cry8 (cont.). 



68 

      

A sequência deduzida da proteína Cry8 comparada com as sequências de 

aminoácidos do GenBank, através da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 

1997), revelou o isolado BT_I622 ser portador de uma proteína Cry8 distinta das 

subclasses descritas até o presente momento. O alinhamento realizado com 

sequências de aminoácidos (BLASTp) depositadas no banco de dados do NCBI, 

apresentou similaridade de 75% da nova proteína Cry8 com a proteína Cry8Ba1 

da linhagem B. thuringiensis kumamotoensis PS50C (b) (U04365) (Figura 38).  

A comparação com Cry8Ba1 demonstrou a presença de 172 aminoácidos 

diferentes na sequência da proteína Cry8 do isolado BT_I622, além da existência 

de 102 substituições de resíduos de aminoácidos. A região da nova proteína Cry8 

que mais apresentou modificações de aminoácidos está compreendida entre os 

resíduos 341 a 653 e, encontra-se localizada entre os domínios II e III da proteína 

(Figura 41). Concomitantemente, foi constatada a ausência de seis aminoácidos 

na sequência proteica de BT_I622 e, treze na proteína Cry8Ba1 (Figura 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

> sp|Q45705.1|CR8BA_BACUK  RecName: Full=Pesticidal crystal protein cry8Ba; AltName: 
Full=134 kDa crystal protein; AltName: Full=Crystaline entomocidal protoxin; AltName: 
Full=Insecticidal delta-endotoxin CryVIIIB(a) 
 gb|AAA21118.1|  CryIII delta-endotoxin [Bacillus thuringiensis] 
Length=1169 
 
Score = 1773 bits (4593),  Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust. 
Identities = 888/1182 (75%), Positives = 991/1182 (84%), Gaps = 19/1182 (2%) 
 

Query  1     MSPNNLNEYEIIDATPSTSVSNDTTRYPFANEPTNALQNMNYKDYLRMSEGYDSEYAGSP  60 
             MSPNN-NEYEIIDATPSTSVSND+-RYPFANEPTNALQNM+YKDYL+MS-G--SEY-GSP 
Sbjct  1     MSPNNQNEYEIIDATPSTSVSNDSNRYPFANEPTNALQNMDYKDYLKMSAGNVSEYPGSP  60 
 
Query  61    EAFTSGQDAVKAAIGVVGQILGKLGVPFVGPIVSLYSALIDVLWPGG-KSQWEIFMEQVE  119 
             E-F-S-QDAVKAAI-+VG++L--LGVPFVGPIVSLY+-LID+LWP-- KSQWEIFMEQVE 
Sbjct  61    EVFLSEQDAVKAAIDIVGKLLTGLGVPFVGPIVSLYTQLIDILWPSKQKSQWEIFMEQVE  120 
 
Query  120   ALINKKIAEYARNKAIAELEGLGNNYKIYLTALEEWQKNPSSTRVLRDVQNRFEILDSLF  179 
             -LIN+KIAEYARNKA++ELEGLGNNY++YLTALEEW++NP+-+R-LRDV+NRFEILDSLF 
Sbjct  121   ELINQKIAEYARNKALSELEGLGNNYQLYLTALEEWKENPNGSRALRDVRNRFEILDSLF  180 
 
Query  180   TQYMPSFRVAGYEVPLLTVYAQAANLHLLLLKDASNFGEEWGLTGSEVNTYYDRQMSLTA  239 
             TQYMPSFRV--+EVP-LTVY--AANLHLLLL+DAS-FGEEWGL+-S-+N-YY+RQM-LTA 
Sbjct  181   TQYMPSFRVTNFEVPFLTVYTMAANLHLLLLRDASIFGEEWGLSTSTINNYYNRQMKLTA  240 

Figura 38. Alinhamento da sequência deduzida de aminoácidos da proteína Cry8 oriunda do 
isolado BT_I622 com a proteína Cry8Ba1 (BLASTp). Em destaque: regiões de 
aminoácidos distintas (em cinza), substituições de aa (em amarelo) e ausência de 
resíduos de aminoácidos nas sequências da nova proteína (em vermelho) e de 
Cry8Ba1 (em verde). 
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Query  240   EYSDHSVKWYNTGLDQLKGSNARQWVAYNRFRREMTLTVLDVVALFSSYDTRTYPIETTA  299 
             EYSDH-VKWY-TGL-+LKGS+A+QW+-YN+FRREMTLTVLDVVALFS+YDTRTYP+-TTA 
Sbjct  241   EYSDHCVKWYETGLAKLKGSSAKQWIDYNQFRREMTLTVLDVVALFSNYDTRTYPLATTA  300 
 
Query  300   QLTREVYMDPLGAVDVSNIGSWYDKAPSFSAIESAAIRPPHLFDFITGLIVYTQLRNLTS  359 
             QLTREVY-DPLGAVDV-NIGSWYDKAPSFS-IE-AAIRPPH+FD+ITGL-VYT+-R+-TS 
Sbjct  301   QLTREVYTDPLGAVDVPNIGSWYDKAPSFSEIEKAAIRPPHVFDYITGLTVYTKKRSFTS  360 
 
Query  360   DRYIRFWAGHTIGYKKVNTPETNVQMYGTNQNLQDTSTFDFKGYNIYKTLSKDAVLFDIS  419 
             DRY+R+WAGH-I-YK-+-T--T--QMYGTNQNLQ-TS-FDF--Y+IYKTLS--AVL-DI- 
Sbjct  361   DRYMRYWAGHQISYKHIGTSSTFTQMYGTNQNLQSTSNFDFTNYDIYKTLSNGAVLLDIV  420 
 
Query  420   QSGYTYTFFGMPEVEFFLVNQVNNTSK-LVYKPVSKDIIQKTRDSELELPPATSDPIISN  478 
             --GYTYTFFGMPE-EFF+VNQ+NNT-K L-YKP-SKDII-+TRDSELELPP-TS------ 
Sbjct  421   YPGYTYTFFGMPETEFFMVNQLNNTRKTLTYKPASKDIIDRTRDSELELPPETSGQPNYE  480 
 
Query  479   AYSHRLNHITFIYSSSTNTYVPVFSWAHWSADLENTIYPEKITQIPAVKANYTGPSTTVI  538 
             +YSHRL-HITFIYSSST+TYVPVFSW-H-SADL-NT+---+ITQIP--K++--G-+T-+I 
Sbjct  481   SYSHRLGHITFIYSSSTSTYVPVFSWTHRSADLTNTVKSGEITQIPGGKSSTIGRNTYII  540 
 
Query  539   NSRGLYGGNIVHTSNANATEAILGINCRFNFTSNQKYIVRIRYAADRSGTLKLSAGTSSR  598 
             --RG--GG++V-     -T+-I-----+--F--+Q++-+RIRYA++-+--+-L-----S- 
Sbjct  541   KGRGYTGGDLVA-----LTDRIGSCEFQMIFPESQRFRIRIRYASNETSYISLYGLNQSG  595 
 
Query  599   TIDFNATMTPGTS--LEYNSFKYAMSNTFFEV-STNQILNLLIFVTENFPGNLYI-DKFE  654 
             T+-FN-T-+----  L-YN-FKY--------V +++-I--L-I-+--N  -NL+I D+-E 
Sbjct  596   TLKFNQTYSNKNENDLTYNDFKYIEYPRVISVNASSNIQRLSIGIQTN--TNLFILDRIE  653 
 
Query  655   FIPVDETYEAEQDLENAKKAVNALFTNTKDGLRPGVTDYEVNQAANLVECLSDDLYPNEK  714 
             FIPVDETYEAE-DLE-AKKAVNALFTNTKDGL+PGVTDYEVNQAANLVECLSDDLYPNEK 
Sbjct  654   FIPVDETYEAETDLEAAKKAVNALFTNTKDGLQPGVTDYEVNQAANLVECLSDDLYPNEK  713 
 
Query  715   RLLFDAVREAKRLSEARNLLQDPDFQEINGENGWTASTGIEVVEGDALFKGRYLRLPGAR  774 
             RLLFDAVREAKRLSEARNLLQDPDFQEINGENGWTASTGIEV+EGDA+FKGRYLRLPGAR 
Sbjct  714   RLLFDAVREAKRLSEARNLLQDPDFQEINGENGWTASTGIEVIEGDAVFKGRYLRLPGAR  773 

 
Query  775   QIDTETYPTYLYQKIDEGVLKPYTRYRLRGFVGRSQGLEIYTIRHQTNRIVKNVPDNLLP  834 
             +IDTETYPTYLYQK++EGVLKPYTRYRLRGFVG-SQGLEIYTIRHQTNRIVKNVPD+LLP 
Sbjct  774   EIDTETYPTYLYQKVEEGVLKPYTRYRLRGFVGSSQGLEIYTIRHQTNRIVKNVPDDLLP  833 
 
Query  835   DASPGNAGDGINRCSEQKYVNSRLEGEKGLPNGSRSAEAHEFSLPIDIGEIDYNENAGVW  894 
             D--P-N----INRCSEQKYVNSRLE-E      +RS-EAHEFS+PID-GE+DYNENAG+W 
Sbjct  834   DVPPVNNDGRINRCSEQKYVNSRLEVE------NRSGEAHEFSIPIDTGELDYNENAGIW  887 
 
Query  895   VGFKITDPEGYATLGNLELVEEGPLLGDTLERVKREEQQWKIQMTKRREETDRKYMIAKQ  954 
             VGFKITDPEGYATLGNLELVEEGPL-GD-LER+++EEQQWKIQMT+RREETDR+YM-+KQ 
Sbjct  888   VGFKITDPEGYATLGNLELVEEGPLSGDALERLQKEEQQWKIQMTRRREETDRRYMASKQ  947 
 
Query  955   AVDRLYADYQDQQLNPNVEITDITAAQNVIQSIPYVYNDAFPGLPGMNYTKFTELTDRLQ  1014 
             AVDRLYADYQDQQLNPNVEITD+TAAQ++IQSIPYVYN+-FP-+PGMNYTKFTELTDRLQ 
Sbjct  948   AVDRLYADYQDQQLNPNVEITDLTAAQDLIQSIPYVYNEMFPEIPGMNYTKFTELTDRLQ  1007 
 
Query  1015  QAWSLYDQRNAIPNGDFRNELSNWNTTAGVNVQQLNGTSVLVIPNWDAQVSQQFTVQPNQ  1074 
             QAW-LYDQRNAIPNGD+RNELSNWNTT+GVNVQQ+N-TSVLVIPNW+-QVSQ+FTVQPNQ 
Sbjct  1008  QAWGLYDQRNAIPNGDYRNELSNWNTTSGVNVQQINHTSVLVIPNWNEQVSQKFTVQPNQ  1067 
 
Query  1075  RYVLRVTARKEGVGNGYVSIRDGGNQTETLTFSASDYDTNGVYNIQASNTNGYNTNGVYN  1134 
             RYVLRVTARKEGVGNGYVSIRDGGNQ+ETLTFSASDYDTNG+Y+-QASNTNGYNTN-VY- 
Sbjct  1068  RYVLRVTARKEGVGNGYVSIRDGGNQSETLTFSASDYDTNGMYDTQASNTNGYNTNSVYM  1127 
 
Query  1135  DQTGYITKTAEFIPHTNQVWIEMSETEGTFYIESVELIVDVE  1176 
             -+-----KT-+-----NQ+WIE+SETEGTFYIESVELIVDVE 
Sbjct  1128  IKPAISRKTVDISSVYNQMWIEISETEGTFYIESVELIVDVE  1169 

Figura 38. Alinhamento da sequência deduzida de aminoácidos (cont.). 
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A tradução da nova proteína Cry8 pertencente ao isolado brasileiro BT_I622 

foi realizada pelo programa ORF Finder (Open Reading Frame Finder), a qual 

disponibilizou a localização da região de leitura aberta, traduzindo a sequência de 

DNA do novo gene cry8 (3531 pb) em diferentes “frames” (Figura 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A sequência deduzida da nova proteína Cry8 obtida através do banco de 

dados SWISS-PROT é composta por 1176 resíduos de aminoácidos, dentre os 

quais estão representados na sequência os códons de início (ATG) e término da 

tradução proteica (TAA) (Figura 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 39. Fase aberta de leitura (ORF) do novo gene 

cry8 de BT_I622. 

      1 atgagtccaaataatctaaatgaatatgaaattatagatgcgaca 
        M  S  P  N  N  L  N  E  Y  E  I  I  D  A  T  
     46 ccttctacatctgtatctaatgatactaccagatacccttttgca 
        P  S  T  S  V  S  N  D  T  T  R  Y  P  F  A  
     91 aatgaaccaacaaatgcgttacaaaatatgaattataaggattat 
        N  E  P  T  N  A  L  Q  N  M  N  Y  K  D  Y  
    136 ttaagaatgtctgaaggttacgatagtgaatatgctggttcacct 
        L  R  M  S  E  G  Y  D  S  E  Y  A  G  S  P  

Figura 40. Sequência deduzida da proteína Cry8 de BT_I622 pelo programa ORF FINDER (NCBI). 
Em destaque: códon de início da tradução gênica (ATG) (em verde), metioninas 
presentes na sequência proteica (em azul) e códon de finalização do gene (TAA) (em 
vermelho). 
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    181 gaagcatttactagtgggcaagatgcggttaaagccgcgattggt 
        E  A  F  T  S  G  Q  D  A  V  K  A  A  I  G  
    226 gtggtaggtcaaatattggggaaattaggggttccatttgttggg 
        V  V  G  Q  I  L  G  K  L  G  V  P  F  V  G  
    271 ccgattgtgagcctatatagtgcacttattgatgttttgtggcca 
        P  I  V  S  L  Y  S  A  L  I  D  V  L  W  P  
    316 ggtggaaagagtcaatgggaaatttttatggaacaagtagaagca 
        G  G  K  S  Q  W  E  I  F  M  E  Q  V  E  A  
    361 ctcattaataaaaaaatagcagaatacgcaaggaataaggcaatt 
        L  I  N  K  K  I  A  E  Y  A  R  N  K  A  I  
    406 gcagaattagaggggttagggaataactacaaaatatatttaaca 
        A  E  L  E  G  L  G  N  N  Y  K  I  Y  L  T  
    451 gcacttgaagaatggcagaaaaatccaagtagtacaagagtctta 
        A  L  E  E  W  Q  K  N  P  S  S  T  R  V  L  
    496 cgcgatgttcagaatcgatttgaaattcttgatagtttatttacg 
        R  D  V  Q  N  R  F  E  I  L  D  S  L  F  T  
    541 caatatatgccttcttttcgggtagctggttatgaagtaccatta 
        Q  Y  M  P  S  F  R  V  A  G  Y  E  V  P  L  
    586 cttacagtatatgcgcaagcagctaaccttcatttactgttatta 
        L  T  V  Y  A  Q  A  A  N  L  H  L  L  L  L  
    631 aaggatgcttcaaattttggagaagaatggggattaacaggaagt 
        K  D  A  S  N  F  G  E  E  W  G  L  T  G  S  
    676 gaagttaatacctattatgatcgtcaaatgagtttaactgcagag 
        E  V  N  T  Y  Y  D  R  Q  M  S  L  T  A  E  
    721 tattctgatcacagtgtgaaatggtataacactggtttagatcaa 
        Y  S  D  H  S  V  K  W  Y  N  T  G  L  D  Q  
    766 ttaaaaggatcgaatgctagacaatgggttgcatataaccgtttc 
        L  K  G  S  N  A  R  Q  W  V  A  Y  N  R  F  
    811 cgtagagagatgacactgacggtgttagatgttgtggcattattt 
        R  R  E  M  T  L  T  V  L  D  V  V  A  L  F  
    856 tcaagctatgatacgcgtacgtatccgatcgaaacgacagctcaa 
        S  S  Y  D  T  R  T  Y  P  I  E  T  T  A  Q  
    901 cttacaagagaagtatatatggatccactcggtgcagtagatgtg 
        L  T  R  E  V  Y  M  D  P  L  G  A  V  D  V  
    946 tctaatattggatcctggtatgacaaagcgccttctttttcggct 
        S  N  I  G  S  W  Y  D  K  A  P  S  F  S  A  
    991 atagaaagtgcggctattcgaccacctcatttgtttgattttata 
        I  E  S  A  A  I  R  P  P  H  L  F  D  F  I  
   1036 acggggcttatagtttatacacaattacgtaatctcacttctgat 
        T  G  L  I  V  Y  T  Q  L  R  N  L  T  S  D  
   1081 cgttatatacgtttttgggctggtcatacaataggatataaaaaa 
        R  Y  I  R  F  W  A  G  H  T  I  G  Y  K  K  
   1126 gtcaatacacctgaaactaatgtacagatgtatggaactaatcaa 
        V  N  T  P  E  T  N  V  Q  M  Y  G  T  N  Q  
   1171 aatttacaagatactagcacttttgattttaagggttacaatatt 
        N  L  Q  D  T  S  T  F  D  F  K  G  Y  N  I  
   1216 tacaagactctatcaaaggatgcagtactctttgatatatctcaa 
        Y  K  T  L  S  K  D  A  V  L  F  D  I  S  Q  
   1261 tctggttatacgtatacattttttggaatgccggaagtcgaattt 
        S  G  Y  T  Y  T  F  F  G  M  P  E  V  E  F  

Figura 40. Sequência deduzida da proteína Cry8 de BT_I622 (cont.). 
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   1306 tttctggtaaaccaagtgaataatactagtaagttagtgtataag 
        F  L  V  N  Q  V  N  N  T  S  K  L  V  Y  K  
   1351 ccggtttccaaagatattatacagaaaacaagagattcagaacta 
        P  V  S  K  D  I  I  Q  K  T  R  D  S  E  L  
   1396 gaattgcctccagcaacatcagatccaataatttctaacgcatac 
        E  L  P  P  A  T  S  D  P  I  I  S  N  A  Y  
   1441 agccatagattaaatcatattacatttatttactccagttcaacc 
        S  H  R  L  N  H  I  T  F  I  Y  S  S  S  T  
   1486 aatacgtatgtacctgtattttcttgggcacattggagtgcagat 
        N  T  Y  V  P  V  F  S  W  A  H  W  S  A  D  
   1531 cttgagaatacaatttatccagaaaaaattacacaaatcccagct 
        L  E  N  T  I  Y  P  E  K  I  T  Q  I  P  A  
   1576 gtaaaagctaattataccggtccttctacaacagtaataaattct 
        V  K  A  N  Y  T  G  P  S  T  T  V  I  N  S  
   1621 agaggattatatggagggaatatagtacacacatctaatgctaat 
        R  G  L  Y  G  G  N  I  V  H  T  S  N  A  N  
   1666 gcgactgaagcaatcttaggaattaattgtagatttaattttaca 
        A  T  E  A  I  L  G  I  N  C  R  F  N  F  T  
   1711 tcgaatcagaaatacattgttagaattagatatgctgctgacaga 
        S  N  Q  K  Y  I  V  R  I  R  Y  A  A  D  R  
   1756 tctggtacgcttaaattatctgctgggacctctagcaggactata 
        S  G  T  L  K  L  S  A  G  T  S  S  R  T  I  
   1801 gattttaatgcaacgatgactcctggtactagtcttgaatataat 
        D  F  N  A  T  M  T  P  G  T  S  L  E  Y  N  
   1846 tcctttaaatatgcgatgtcaaacacgttctttgaagttagtaca 
        S  F  K  Y  A  M  S  N  T  F  F  E  V  S  T  
   1891 aatcaaatattaaaccttcttatttttgtgacggagaattttccg 
        N  Q  I  L  N  L  L  I  F  V  T  E  N  F  P  
   1936 ggtaacttatacattgataaattcgaattcatcccagtagatgag 
        G  N  L  Y  I  D  K  F  E  F  I  P  V  D  E  
   1981 acctatgaagcggaacaagatcttgaaaatgcaaagaaagcagtg 
        T  Y  E  A  E  Q  D  L  E  N  A  K  K  A  V  
   2026 aatgctttgtttacgaatacaaaagatggattacgaccaggcgta 
        N  A  L  F  T  N  T  K  D  G  L  R  P  G  V  
   2071 acggattatgaagtaaatcaagcggcaaacttagtcgaatgccta 
        T  D  Y  E  V  N  Q  A  A  N  L  V  E  C  L  
   2116 tcagatgatttgtatccaaatgaaaaacgcttgttatttgatgca 
        S  D  D  L  Y  P  N  E  K  R  L  L  F  D  A  
   2161 gtcagagaggcaaaacgacttagcgaggcacggaacctgcttcaa 
        V  R  E  A  K  R  L  S  E  A  R  N  L  L  Q  
   2206 gatccagatttccaagagataaatggagaaaatggatggactgca 
        D  P  D  F  Q  E  I  N  G  E  N  G  W  T  A  
   2251 agtacaggaattgaggttgtagaaggggacgctttatttaaaggg 
        S  T  G  I  E  V  V  E  G  D  A  L  F  K  G  
   2296 cgttatctacgcctaccgggtgcacgacaaattgatacggaaacg 
        R  Y  L  R  L  P  G  A  R  Q  I  D  T  E  T  
   2341 tatccaacgtatttgtatcaaaaaattgacgaaggtgtattaaag 
        Y  P  T  Y  L  Y  Q  K  I  D  E  G  V  L  K  
   2386 ccatacacaagatatagactgcgaggctttgtcggaagaagtcaa 
        P  Y  T  R  Y  R  L  R  G  F  V  G  R  S  Q  

Figura 40. Sequência deduzida da proteína Cry8 de BT_I622 (cont.). 
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   2431 gggttagaaatttatacgattcgtcaccaaacgaatcggattgta 
        G  L  E  I  Y  T  I  R  H  Q  T  N  R  I  V  
   2476 aaaaatgtaccggataatttactgccagatgcatctcccggaaat 
        K  N  V  P  D  N  L  L  P  D  A  S  P  G  N  
   2521 gctggtgatggaatcaatcgatgcagcgaacaaaagtatgtaaat 
        A  G  D  G  I  N  R  C  S  E  Q  K  Y  V  N  
   2566 agtcgtttagaaggagaaaaaggcttaccaaatggcagtcgttct 
        S  R  L  E  G  E  K  G  L  P  N  G  S  R  S  
   2611 gctgaagcgcatgaattctctcttcctattgatataggagaaatc 
        A  E  A  H  E  F  S  L  P  I  D  I  G  E  I  
   2656 gattacaatgaaaatgcaggagtatgggttggctttaagattacg 
        D  Y  N  E  N  A  G  V  W  V  G  F  K  I  T  
   2701 gatccagaaggatatgcaacacttggaaatcttgaattggtagaa 
        D  P  E  G  Y  A  T  L  G  N  L  E  L  V  E  
   2746 gagggtccattattaggagacacattagaacgcgtgaaaagggaa 
        E  G  P  L  L  G  D  T  L  E  R  V  K  R  E  
   2791 gaacaacaatggaagattcaaatgacaaaaagacgagaagaaaca 
        E  Q  Q  W  K  I  Q  M  T  K  R  R  E  E  T  
   2836 gatagaaaatatatgatagccaaacaggcggtagaccgtttatat 
        D  R  K  Y  M  I  A  K  Q  A  V  D  R  L  Y  
   2881 gctgattatcaagatcagcaattaaatccaaatgtagagattaca 
        A  D  Y  Q  D  Q  Q  L  N  P  N  V  E  I  T  
   2926 gatattactgcggctcaaaacgtgatacagtccattccttatgta 
        D  I  T  A  A  Q  N  V  I  Q  S  I  P  Y  V  
   2971 tataatgatgcgttcccagggttaccaggaatgaactatacgaag 
        Y  N  D  A  F  P  G  L  P  G  M  N  Y  T  K  
   3016 tttacagagctaacagatcgactccaacaagcatggagtttgtat 
        F  T  E  L  T  D  R  L  Q  Q  A  W  S  L  Y  
   3061 gatcaacgaaatgccataccaaatggagatttccgaaatgaatta 
        D  Q  R  N  A  I  P  N  G  D  F  R  N  E  L  
   3106 agtaattggaacacaacagctggtgtcaatgtacaacaactcaat 
        S  N  W  N  T  T  A  G  V  N  V  Q  Q  L  N  
   3151 ggtacatctgtccttgtgattccaaattgggatgcacaagtttct 
        G  T  S  V  L  V  I  P  N  W  D  A  Q  V  S  
   3196 caacagtttacagtccaaccgaaccaaagatatgtgctacgagtt 
        Q  Q  F  T  V  Q  P  N  Q  R  Y  V  L  R  V  
   3241 accgcaagaaaagaaggtgtaggaaatggatatgtaagtatccgt 
        T  A  R  K  E  G  V  G  N  G  Y  V  S  I  R  
   3286 gatggtggaaatcaaacagaaacgcttacgtttagtgcaagtgat 
        D  G  G  N  Q  T  E  T  L  T  F  S  A  S  D  
   3331 tatgatacaaatggtgtgtataatatacaagcgtcgaatacaaac 
        Y  D  T  N  G  V  Y  N  I  Q  A  S  N  T  N  
   3376 ggatataacacaaatggtgtgtacaatgatcaaaccggctatatc 
        G  Y  N  T  N  G  V  Y  N  D  Q  T  G  Y  I  
   3421 acaaaaacagcggaattcattccacatacaaatcaagtgtggatt 
        T  K  T  A  E  F  I  P  H  T  N  Q  V  W  I  
   3466 gagatgagtgagaccgaaggtacgttctatatcgaaagtgtagaa 
        E  M  S  E  T  E  G  T  F  Y  I  E  S  V  E  
   3511 ttgattgtagacgtagagtaa 3531    
        L  I  V  D  V  E  *  

Figura 40. Sequência deduzida da proteína Cry8 de BT_I622 (cont.). 
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A verificação da presença dos três domínios estruturais característicos das 

δ-endotoxinas foi realizada com o auxílio da ferramenta CD-Search (Conserved 

Domain Database), na qual foi possível localizar a posição dos domínios I, II e III 

na sequência deduzida de aminoácidos da nova proteína Cry8. O primeiro domínio 

(domínio I) foi identificado na região N-terminal da proteína, entre os resíduos de 

aminoácidos 70 e 292, cuja função está relacionada com a inserção da proteína 

na membrana intestinal dos insetos e, consequentemente, com a formação de 

poros (Figura 41).  

O domínio II está situado entre os aminoácidos 297 e 510. Localizado entre 

os resíduos 520 e 659 da região C-terminal, o domínio III compreende a região da 

proteína Cry8 que dará origem a fração tóxica. A região referente a toxina ativada 

está representada entre os aminoácidos 513 e 658. Os domínios II e III são 

responsáveis pela ligação da toxina ativada aos receptores encontrados no 

intestino dos insetos-alvo (Figura 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 41. Domínios conservados da nova proteína Cry8 de B. thuringiensis. 
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A sequência da nova proteína Cry8 de BT_I622 foi utilizada na análise de 

alinhamentos múltiplos (CLUSTALW) juntamente com outras proteínas da classe 

Cry8, sendo posteriormente submetidas ao programa MEGA4 para a construção 

da árvore filogenética. O alinhamento das sequências revelou que a nova proteína 

Cry8 de B. thuringiensis possui maior proximidade evolutiva com as proteínas das 

subclasses Cry8Ba1 e Cry8Ea1, ou seja, são proteínas que compartilham um 

ancestral comum. Em contrapartida, a proteína Cry8Ia1 foi a que se mostrou mais 

distante filogeneticamente da proteína Cry8 (BT_I622) (Figura 42).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Análise filogenética de proteínas Cry8 (coleóptero-específicas). O filograma foi 
construído pelo método de “Neighbor-joining” utilizando os alinhamentos múltiplos 
resultantes do alinhamento realizado pelo programa CLUSTALW. A árvore foi gerada 
pelo programa MEGA4. As sequências utilizadas na análise foram adquiridas do banco 
do NCBI. O número representado nas ramificações indica os valores de “Bootstrap” (em 
porcentagem) obtidos em 1000 repetições. 
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Atualmente, mais de 550 diferentes genes cry tem sido identificados e 

classificados dentro de 68 grupos e subgrupos com base na similaridade da 

sequência de aminoácidos (CRICKMORE et al., 2011). Técnicas como a 

clonagem gênica e o sequenciamento, quando utilizadas em associação à PCR, 

permitem a identificação e isolamento de novos genes de B. thuringiensis.  

SHU et al. (2009a), em estudos envolvendo a técnica de PCR-RFLP com 

oligonucleotídeos universais, detectaram um novo tipo de gene cry8, que 

posteriormente foi identificado como cry8Ga1, codificando um polipeptídeo de 

1157 aminoácidos com uma massa molecular de 131,2 kDa.  

Estudos realizados posteriormente com a linhagem de B. thuringiensis 

Bt185 por SHU et al. (2009b), resultaram na obtenção de outros dois novos genes, 

cry8Ea1 e cry8Fa1, codificando polipeptídeos de 1164 e 1174 resíduos de 

aminoácidos, respectivamente. O alinhamento da sequência deduzida de 

aminoácidos das proteínas Cry8Ea1 e Cry8Fa1 indicou similaridade de 70 e 63% 

respectivamente com a proteína Cry8Ba. 

YAMAGUCHI et al. (2008) selecionaram o isolado de B. thuringiensis 

(BBT2-5) devido a elevada toxicidade que o mesmo apresentou ao besouro 

Popillia japonica Newman (Coleoptera: Scarabaeidae). Concomitantemente, 

análises moleculares identificaram um novo gene denominado cry8Dd, com uma 

sequência de nucleotídeos de 3525 pb, o qual codifica para uma proteína de 1174 

resíduos de aminoácidos. A partir de amostras de solo coletadas no Japão, 

ASANO et al. (2003) isolaram da linhagem de B. thuringiensis subsp. galleriae 

SDS-502 um novo gene pertencente a classe cry8 com atividade tóxica a Anomala 

cuprea Hope (Coleoptera: Scarabaeidae), designado de cry8Da, o qual produz um 

cristal de 130 kDa. 

Sendo assim, a descoberta de novos genes como o cry8 (BT_I622) 

relatado nesta tese, é de extrema importância para o desenvolvimento de novos 

bioinseticidas promissores no controle de insetos-praga, bem como sua utilização 

na construção de plantas geneticamente modificadas (plantas Bt). 
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5.2. Patogenicidade da nova proteína Cry8 de BT_I622 à larvas de 2o 
instar de S. levis  

 
A análise da atividade bioinseticida da proteína Cry8 presente no isolado 

BT_I622 foi verificada através de bioensaio com larvas de 2o instar de S. levis. O 

teste de patogenicidade foi desenvolvido com a utilização da proteína Cry8 

solubilizada nas concentrações de 50 e 100 μg/ml. A quantidade de repetições 

utilizadas no bioensaio foi pequena devido a disponibilidade de larvas de S. levis. 

A análise do ensaio de patogenicidade foi realizada no 15o dia posterior à 

montagem do ensaio. O tratamento constituído pela linhagem padrão B. 

thuringiensis var. tenebrionis resultou na mortalidade de duas larvas (10%) para a 

proteína utilizada na concentração de 50 μg/ml e uma larva morta (5%) no 

tratamento de maior concentração (100 μg/ml).  

Em relação ao tratamento realizado com o isolado BT_I622 (50 μg/ml), 

pode-se observar que dentre 20 larvas, houve a mortalidade de apenas uma (5%). 

Em contrapartida, o tratamento com BT_I622 (100 μg/ml) resultou na mortalidade 

de quatro larvas de S. levis (20%) (Figura 43). No controle negativo, realizado com 

duas testemunhas (uma contendo água previamente esterilizada e a outra 

composta pelo tampão fosfato utilizado na solubilização da proteína) não foi 

registrada nenhuma mortalidade. Os principais sintomas observados durante a 

realização do bioensaio foram a redução gradativa dos movimentos, inanição 

alimentar e a mudança na coloração corporal das larvas de S. levis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
Figura 43. Larvas de S. levis mortas devido a ingestão da nova proteína Cry8 de BT_I622. 
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A baixa mortalidade das larvas de S. levis submetidas aos tratamentos com 

a nova proteína Cry8 de BT_I622 pode estar associada a uma série de fatores 

fisiológicos do organismo do inseto: dificuldade na solubilização das proteínas 

devido as condições de pH, defeitos na clivagem proteolítica das toxinas, 

degradação das toxinas por proteases intestinais, ligação das proteínas Cry a 

sítios específicos de moléculas não-funcionais, modificação dos sítios de ligação e 

defeito na formação do poro. 

 A avaliação da toxicidade do isolado BT_I622 a larvas de S. levis também 

foi realizada por CÍCERO (2007), no entanto, utilizando uma suspensão composta 

pela mistura de esporos + cristais na concentração de 3 x 108 esporos/ml. Os 

resultados obtidos no bioensaio foram similares aos apresentados neste estudo, 

ou seja, a obtenção da baixa mortalidade de larvas de S. levis. 

Embora a taxa de mortalidade ainda continue sendo baixa, os resultados 

indicam a necessidade da realização de um ensaio para a determinação da 

concentração letal necessária para causar a mortalidade de 50% das larvas de S. 

levis (CL50). Paralelamente, testes de patogenicidade envolvendo outros insetos-

praga da ordem Coleoptera são necessários para a avaliação da toxicidade e 

especificidade da nova proteína Cry8. Os resultados obtidos com o presente teste, 

preliminar à produção em larga escala da proteína por meio da expressão do novo 

gene cry8 em E. coli, indicaram uma relativa suscetibilidade das larvas de S. levis 

a classe de proteínas Cry8. 
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6. CONCLUSÕES 
 

 

 O isolado BT_I622 é portador de uma nova subclasse do gene cry8; 

 

 O novo gene cry8 possui 3531 pb, conforme a estratégia de “primer 

walking”; 

 
 A sequência da nova proteína Cry8 é constituída por 1176 aminoácidos; 

 

 Larvas de Sphenophorus levis apresentam relativa suscetibilidade a nova 

proteína Cry8 de Bacillus thuringiensis, nas condições testadas. 
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